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Résumé
La plasticité synaptique est une caractéristique primordiale du
système nerveux qui permet aux organismes vivants de s’adapter aux
différents stimali de leur environnement, en modifiant le rendement de
leurs synapses, lieu d’échange d’information entre neurones. La
plasticité synaptique est donc un sujet d’intérêt en science neurologique
qui a été passablement étudiée dans les systèmes nerveux central et
périphériques. Dans le système nerveux périphérique, la jonction
neuromusculaire définit la synapse entre les motoneurones et les fibres
musculaires. La jonction neuromusculaire est une synapse sujette à de
nombreuses formes de plasticité synaptique dont la dépression synaptique
causée par l’adénosine et la dépression synaptique induite à haute
fréquence de stimulation. Bien que ces phénomènes aient été décrits il y
a de nombreuses années, nous en savons peu sur les mécanismes
moléculaires qui seraient en cause. Dans cette thèse, nous montrons que
la dépression synaptique induite par l’adénosine ne serait pas causée par
des modifications dans les niveaux calciques dans les terminaisons
nerveuses. Ensuite, nous montrons que le monoxide d’azote (NO)
synthétisé à la jonction neuromusculaire est une molécule impliquée dans
la dépression synaptique induite à haute fréquence de stimulation, de
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même qu’un modulateur endogène important de la transmission
synaptique. Finalement, nos données suggèrent que la participation du
NO dans la dépression synaptique serait le fruit d’une inhibition de
l’endocytose, un mécanisme de recyclage vésiculaire pouvant déterminer
la disponibilité des neurotransmetteurs. Dans le dernier chapitre de cette
thèse, des données préliminaires seront brièvement présentées appuyant
un modèle proposant l’implication des cellules de Schwann
périsynaptiques dans la modulation nitrinergique de la dépression
synaptique à la jonction neuromusculaire.
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Synaptic plasticity is perhaps the foremost important feature of the
nervous system that gives living organisms die ability to adapt to their
environment’s stimuli, by modif5ring the yield of synapses, specialized
structures of neurons for information transfer. Therefore synaptic
plasticity shares an important part of the neuroscience research field. In
the peripheral newous system, the synapse between the motoneurons and
the muscle fibers is termed the neuromuscular junction. Numerous forms
of’ synaptic plasticity occur at the neuromuscular junction such as
adenosine- and frequency-induced synaptic depressions. Even if these
phenomena have been described many years ago, littie is known about
the molecular mechanisms on which they rely. In this thesis, it will be
shown that adenosine-induced depression is flot caused by changes in
calcium levels in newe terminais. It will also 5e shown that
endogenously synthesized nitric oxide (NO) is implicated in frequency
induced depression as well as in the regulation of transmitter release.
finally, we have data that suggest that the implication of NO in synaptic
depression may be the resuit of an inhibition of endocytosis, a vesicular
recycling mechanism that can determine neurotransmitter availabiity. In
the last chapter of this thesis, preliminary data wil 5e briefty presented
win support of a model where perisynaptic Schwann ceils are implicated
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Avant-propos
Les synapses sont des structures neuronales spécialisées dans le
transfert d’informations sensorielles ou de commandes motrices du
système nerveux. Selon les rythmes imposés aux synapses, celles-ci
peuvent augmenter ou réduire leur efficacité, phénomène que l’on
appelle plasticité synaptique. C’est cette plasticité qui serait à l’origine
des phénomènes d’adaptation, d’apprentissage ou encore de la mémoire.
La plasticité synaptique est donc un thème important en sciences
neurologiques.
La majorité des phénomènes de plasticité synaptique ont été
d’abord observé au sein du système nerveux périphérique en tirant profit
de la simplicité structurelle des circuits et grâce à la facilité avec laquelle
les composants synaptiques peuvent être isolés. Outre l’axone géant du
calmar, la jonction neuromusculaire est certainement la préparation qui a
été la plus étudiée. La dépression synaptique est le phénomène de
plasticité le plus important à la jonction neuromusculaire dans des
conditions physiologiques. On distingue deux types de dépression
synaptiques : la première est induite par une activité neuronale à faible
fréquence et se développe lentement; la seconde est induite par une
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activité neuronale à haute fréquence et se développe rapidement. Bien
que ces deux phénomènes aient été étudiés depuis plusieurs années, nous
en savons peu sur les mécanismes moléculaires qui seraient en cause.
Le but de cette thèse était donc d’approfondir nos connaissances
sur les molécules et mécanismes cellulaires impliqués dans la dépression
synaptique à la jonction neuromusculaire.
Cette thèse est divisée en cinq chapitres. Le premier chapitre
servira d’introduction du modèle animal utilisé et des différents concepts
qui seront abordés dans les chapitres suivants. L’importance de la
plasticité sïnaptique dans la physiologie nerveuse sera d’abord discutée
pour ensuite faire place à l’introduction de la JNM et des formes de
plasticité synaptiques que l’on y retrouve. Une section présentera les
mécanismes impliqués dans la relâche de neurotransmetteurs (exocytose)
ainsi que les différentes formes de recyclage des vésicules synaptiques
(endocytose). Pour clore le premier chapitre introductif, on trouvera une
courte synthèse sur deux neuromodulateurs-clef: l’adénosine et le
monoxide d’azote (NO).
Les deuxième, troisième et quatrième chapitres formeront le corps
de la thèse. On y trouvera les résultats de ce projet de recherche sous
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forme d’articles scientifiques. Dans le deuxième chapitre, il sera montré
que l’adénosine n’affecte pas les niveaux calciques intracellulaires dans les
terminaisons nerveuses. Cette forme de dépression serait donc bel et
bien indépendante au calcium. Dans le troisième chapitre, il sera
montré que le NO réduit la relâche de neurotransmetteurs par des
mécanismes dépendants du GMPc et ce, sans modifier l’entrée de
calcium dans les terminaisons nerveuses. On verra aussi que le NO peut
moduler la dépression synaptique induite par l’adénosine et qu’il est
impliqué dans la dépression synaptique induite à haute fréquence. Dans
le quatrième chapitre, nous verrons que le NO pourrait participer à la
dépression synaptique en inhibant le recyclage rapide des vésicules
synaptiques.
Enfin, dans le cinquième chapitre, l’importance des résultats sera
discutée et un modèle de travail sur la modulation nitrinergique de la
dépression synaptique sera proposé à partir des données publiées tout en
prenant aussi en considération certains résultats préliminaires non
publiés. On retrouvera aussi, en annexe, un article de revue, auquel j’ai
participé en tant que coauteur, traitant des interactions entre les synapses




21. LA PLASTICITÉ SYNAPTIQÇTE
Le système nerveux a pour fonction d’intégrer des informations
sensorielles ou cognitives et de produire une réponse motrice ou
hormonale appropriée. Ces réponses appropriées ont été conditionnées
par plusieurs milliers d’années d’évolution, mais sont aussi grandement
influencées par l’apprentissage. L’apprentissage, sous toutes ses formes,
est le résultat d’une caractéristique importante du système nerveux : sa
plasticité. Cette plasticité permet au système nerveux de modifier ses
réponses selon le contexte, les échecs et les erreurs passés... La plasticité
se présente sous forme de plasticité neuronale ou synaptique (Wang et
al., 1997). La plasticité neuronale se traduit par des modifications
structurelles des réseaux neuronaux comme la formation ou l’élimination
de synapses (Trachtenberg et al., 2002) ou encore par neurogenèse, la
formation et la migration de neurones à partir de cellules souches
(Kempermann, 2002; Nottebohm, 2002). La plasticité synaptique
intervient au niveau moléculaire, aux synapses, en augmentant ou en
diminuant le rendement de celles-ci.
La synapse, l’endroit privilégié des échanges d’information dans le
système nerveux, est donc sujette à des modifications moléculaires de son
efficacité. La potentialisation synaptique englobe tous les phénomènes
responsables d’une efficacité synaptique augmentée alors que la
dépression synaptique englobe les phénomènes qui réduisent le
rendement des synapses. Certaines formes de plasticité synaptique
peuvent durer plusieurs heures, voire des jours, comme la
potentialisation à long terme (LTP, Brown et al., 19$8) et la dépression
à long terme (LTD, Ito and Kano, 1982). Ces importants phénomènes
sont considérés comme étant les substrats physiologiques de la mémoire
(Lynch, 2004) et de l’apprentissage moteur (Ito, 1986).
Par contre, plusieurs formes de plasticité synaptique modulent la
neurotransmission durant un laps de temps relativement court (de
millisecondes à quelques minutes, Zucker and Regehr, 2002). La
plasticité synaptique à court terme est un facteur très important dans
l’intégration synaptique des signaux neuronaux et ce, particulièrement
dans les systèmes sensoriels (Burrone and Lagnado, 2000; Fortune and
Rose, 2001).
4Dans cette thèse, le modèle que nous avons utilisé pour étudier les
formes de dépression synaptique est celui de la jonction neuromusculaire.
La neurotransmission à cette synapse a été passablement étudiée et les
caractéristiques des phénomènes de plasticité synaptique que l’on y
retrouve sont bien connues (Hort-Legrand and Metral, 1982; Silberberg
et al., 1986; Zucker, 1989). La structure anatomique et les composants
cellulaires de cette synapse entre le système nerveux et les muscles
squelettiques sont présentés dans la section suivante.
52. LA JONCTION NEUROMUSCULAIRE : UN
MODÈLE POUR ÉTUDIER LA PLASTICITÉ À
COURT TERME
La jonction neuromusculaire (JNM) est un modèle idéal pour
étudier la plasticité synaptique à court terme. Tout d’abord, la JNM est
sujette à pratiquement toutes les formes de plasticité à court terme, tant
au niveau des phénomènes de potentialisation que des phénomènes de
dépression (Hort-Legrand and Metral, 1982; Silberberg et al., 1986;
Zucker, 1989, 1999; Zucker and Regehr, 2002). De plus, ce modèle a
pour autre avantage d’avoir un lourd passé : les principaux phénomènes
de plasticité à court terme y ont été observés il y a déjà plusieurs
décennies et leur étude y est bien avancée (Eccles et al., 1941; Ruzzier
and Scuka, 1979; Zucker and Regehr, 2002).
La JNM est, en outre, un modèle facile d’accès et d’utilisation. Il
est très facile d’en isoler les composants synaptiques sans les
endommager. Bien que la fibre musculaire ne soit pas un élément
neuronal, cette cellule post-synaptique est, au même titre que les
6neurones, une cellule excitable. L’observation des variations de voltage
membranaire des fibres musculaires permet de mesurer l’intégration du
signal neuronal qu’elles reçoivent.
2.1. La jonction neuromusculaire du muscle
cutaneuspectoris de la grenouille Raflaprpiens
Le modèle animal utilisé dans les travaux présentés ici est la
grenouille léopard (Rana pziens, Figure 1). L’utilisation de ce modèle
présente de nombreux avantages. Tout d’abord, les expériences peuvent
être menées à la température de la pièce et les tissus ne nécessitent pas de
solutions physiologiques oxygénées. En outre, les fonctions vitales d’une
grenouille décérébrée et démédullée peuvent être maintenues pour plus
de 24 heures. Les tissus de cet animal peuvent donc être utilisés bien
après sa dissection. Ces caractéristiques ont permis le marquage par un
indicateur calcique des terminaisons nerveuses par transport axonal, une
technique de marquage qui requiert plusieurs heures (technique utilisée
dans les deuxième et troisième chapitres). En résumé, les tissus de cet
animal sont donc très robustes et se prêtent bien aux manipulations
expérimentales.
7Le muscle utilisé dans le cadre de cette thèse était le cutaneus
pectoris. Le cutaneus pectoris est, comme son nom l’indique, un muscle
pectoral sous-cutané. Ce muscle, facile d’accès, est assez mince (3 à 4
fibres musculaires d’épaisseur), plutôt translucide et peu irrigué. Il peut
donc être facilement utilisé en microscopie photonique. Selon certaines
sources, ce muscle participerait à l’adduction de l’humérus
(ScienceWorks inc., http://209 .35.124.1 40/dissect/teacher_materials/
glossary/ frog_glossary.html). Par contre, son point d’insertion à la peau
sous la mâchoire inférieure ainsi que son point d’attachement au sternum
et aux muscles abdominaux indiquent plutôt qu’il pourrait favoriser
l’abaissement de la mâchoire inférieure lors de la projection de la langue
et de la capture de proies (Nishikawa, 1999). Qelle que soit sa
fonction exacte, il s’agit d’un muscle à contraction rapide et à innervation
phasique (Grinneli and Herrera, 1980).
8Figure 1. La grenouille Raflapipiens et le muscle cutaneuspectoris.
À gauche : photographie d’une grenouille léopard (Raizaptiens). © James Harding,
tir é de http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/resources/james harding/
pcd3912 113.jpg/view.html.
A droite : Vue de l’abdomen de la grenouille. L’image à été obtenue à l’aide du
Virtual Frog Dissection Kit, © Lawrebce Berkeley National Laboratory, 1994
http://www-itg.lbl.gov/cgi-bin/vfrog script. L’endroit où est situé le muscle cutaneus
pectoris est représenté par la région jaune clair (le muscle gauche est ici identifié).
9La jonction neuromusculaire de ce muscle consiste en une
structure fine et allongée dont on peut distinguer les 3 éléments
cellulaires : la terminaison nerveuse, la fibre musculaire et les cellules de
Schwann périsynaptiques (CSPs, figure 2).
La terminaison nerveuse est la structure dans laquelle les
neurotransmetteurs sont synthétisés et stockés à l’intérieur de vésicules
synaptiques. La terminaison nerveuse participe à l’établissement des
synapses, véritables contacts chimiques, à intervalles réguliers le long de
la fibre musculaire. La fibre musculaire, quant à elle, possède les
récepteurs nécessaires pour détecter l’activité nerveuse. La CSP est une
cellule de Schwann qui, sans former de myéline, recouvre intimement la
terminaison nerveuse. Les travaux du Dr Robitaille et de ses
collaborateurs laissent entrevoir un rôle déterminant pour ces cellules
dans la modulation de la transmission synaptique à la JNM (Auld et al.,
2003; Auld and Robitaille, 2003a, b).
figure 2. Lajonction neuromusculaire de grenouille
cl-
A) Représentation schématique des éléments cellulaires de la jonction
laire d’amphibien. La terminaison nerveuse (TN) est une fine et longue structure,
intimement recouverte par des celluies de Schwann périsynaptiques (CS?). La
plaque motrice est la spécialisation postsynaptique de la fibre musculaire.
B) Vue en coupe transverse des éléments cellulaires de la jonction neuromusculaire.
Remarquez les doigts “de la CSP qui sont à proximité du site de relâche de neu
rotransmetteurs.








Récepteurs gliaux: Canaux ioniques:
Iviuscariniques (ACh) Ca2 voltage-dépendants
Punnergiques: dc type L
- Ai: Adénosine K
- P2x et P2y ATP NaNK-i (substance P)
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2.2. La terminaison nerveuse
2.2.1. STRucTuRE
La terminaison nerveuse d’amphibien est une structure axonale
iongue et fine, spécialisée dans la relâche de neurotransmetteurs,
établissant ainsi un contact chimique avec la fibre musculaire. On y
retrouve de nombreuses mitochondries afin de répondre aux importants
besoins énergétiques occasionnés par la synthèse, le stockage et la
relâche de neurotransmetteurs (Nicholls, 2003).
2.2.1.1. Zones actives
La terminaison nerveuse est ponctuée de régions surspécialisées
appelées zones actives. Elles sont régulièrement espacées à intervalle de
1 im (Betz et ai, 1992a) le long de la terminaison nerveuse. Tous les
éléments nécessaires à la relâche de neurotransmetteurs y sont
concentrés. Tout d’abord, les canaux calciques dépendants du voltage
impliqués dans la relâche de neurotransmetteur y sont concentrés
(Robitaille et al., 1990; Cohen et al., 1991). C’est aussi le lieu
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d’ancrage et de stockage des vésicules synaptiques (Betz et al., 1992a).
Lorsque Von observe la distribution de tous ces éléments présynaptiques
(Figure 3), on remarque qu’ils sont distribués de façon symétrique avec
la distribution des récepteurs nicotiniques musculaires.
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A)
A) Les vésicules synaptiques sont concentrées aux zones actives, en face des récepteurs
nicotiniques musculaires. Dans cette illustration, les récepteurs nicotiniques ont été
marqués en rouge et les vésicules synaptiques en vert. L’image du centre est obtenue
par superposition des deux marquages fluorescents. Remarquez la nature ponctuée des
deux marquages et le haut degré de co-localisation. Tiré de Betz et al. (1992a).
© 1992 by the Society for Neuroscience
B) Les canaux calciques présynaptiques sont concentrés aux zones actives, en face des
récepteurs nicotiniques musculaires. Vue de côté de la jonction neuromusculaire. Les
canaux calciques présynaptiques ont été marqués à l’aide de w-conotoxine fluorescente
ten haut) et les récepteurs nicotiniques musculaires à l’aide de a-bungarotoxine
fluorescente (en bas). Remarquez qu’à seulement trois endroits, le marquage
postsynaptique n’avaient pas de marquage présynaptique correspondant (flèches). Tiré
de Cohen et al. (1991). © 1991 by the Society for Neuroscience.
Figure 3. Distribution symétrique des vésicules synaptiques, des canaux calciques et
des récepteurs nicofiniques àlajonction neuromusculaire du cutanezispectoris.
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2.2.2. PoPuLATIoNs VÉSICULAIRES
2.2.2.1. Vésicules à coeur dense
Il existe deux populations de vésicules synaptiques à la JNM. Une
première population est composée de vésicules dont le centre apparaît
foncé en microscopie électronique et qui sont présentes surtout en
périphérie de la zone active (Pecot-Dechavassine and Brouard, 1997).
Ces vésicules à coeur dense “ (LDCVs pour large dense—core vesicles) sont
de grande taille (100 nm de diamètre) mais sont peu nombreuses et ne
représentent qu’environ 1 % de la population totale des vésicules (Lynch,
1980).
Les vésicules à coeur dense contiennent des peptides. À la jonction
neuromusculaire du cutaneus pectoris, ces vésicules contiennent de la
substance P (Matteoli et al., 1990) et du CGRP (Calcitonin Gene
Related Peptide, Matteoli et al., 198$). La substance P a des effets
potentialisateurs sur la transmission nerveuse à la JNM en augmentant le
nombre de quanta relâchés (Akasu, 1986). La substance P est aussi un
important modulateur des interactions entre la terminaison nerveuse et
les CSPs (Bourque and Robitaille, 199$).
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Le CGRP est un facteur trophique important lors de la maturation
de la jonction neuromusculaire qui module la sensibilité des récepteurs
nicotiniques musculaires (Lu and Fu, 1995). De plus, le CGRP
participerait à la régulation de l’expression des cholinestérases aux JNM
matures (Fernandez and Hodges-Savola, 1996).
2.2.2.2. Vésicules claires
La seconde population de vésicules est formée de petites vésicules
qui apparaissent claires en microscopie électronique et qui ont un
diamètre d’environ 50 nm. Ces vésicules synaptiques peuvent ensuite être
divisées en deux groupes. Un groupe est composé de vésicules ancrées à
la membrane présynaptique et juxtaposées aux canaux calciques. Ces
vésicules forment le groupe de vésicules à libération immédiate (RRP
pour ReadiÏy-Releasable Pool). Ce groupe représente environ 20 % des
vésicules claires. Ces vésicules sont ancrées à la membrane par des
interactions protéiniques spécifiques (voir 2.2.4 Cycle des vésicules
synaptiques).
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Un peu pius en retrait de la membrane se retrouvent les vésicules
synaptiques de réserve (RP pour Reserve Pool), qui peuvent être
mobilisées au besoin, en cas d’épuisement du RRP. Les vésicules du RP
sont retenues par un réseau de filaments d’actine et de synapsine I
(Valtorta et aL, 1988). Lorsque la synapsine I est phosphoiylée, le
réseau qui retient les vésicules du RP serait relâché (Valtorta et ai,
198$; Limas et ai, 1991), permettant ainsi la migration de ces vésicules
vers les sites de relâche de neurotransmetteur. La kinase dépendante du
Ca2/Calmoduline II (CaM kinase II) est l’enzyme responsable de la
phosphorylation de la synapsine i à la synapse géante du calmar (Limas
et ai, 1991) alors qu’à la jonction neuromusculaire de grenouille, ce
serait la protéine kinase dépendante de l’AMPc (PKA, Valtorta et ai,
198$).
Le neurotransmetteur présent dans les vésicules claires est
l’acétyicholine (ACh, Katz and Miledi, 1965a). Par contre, on y
retrouve également de i’adénosine triphosphate (ATP) dans un rapport
1:3 avec l’ACh (Wagner et ai, 197$). L’ATP, relâchée en même temps
que l’ACh, serait responsable d’une forme de dépression synaptique (voir
2.5.3 Dépression dépendante de l’adénosine, Ribeiro and Dominguez,
197$; Redman and Silinsky, 1994).
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2.2.3. FONCTION DE LA TERMINAISON NERVEUSE,
RÔLE DU CALCIUM
Maintenant que nous avons vu la structure et les éléments de la
terminaison nerveuse, nous allons maintenant s’attarder à sa fonction, soit
la traduction des influx nerveux en sécrétion de neurotransmetteurs.
Dans cette traduction électrochimique, le calcium joue un rôle
primordial. L’introduction de chélateurs calciques dans les terminaisons
nerveuses (Adler et aL, 1991), la réduction de la concentration calcique
‘extracellulaire (Katz and Miledi, 1965b), de même que l’antagonisme
des canaux calciques dépendants du voltage (Protti and Uchitel, 1993;
Katz et al., 1995) réduisent ou abolissent la transmission synaptique à la
JNM. La transmission synaptique est donc, dans des conditions
physiologiques, dépendante de l’activation des canaux calciques. Ceux-ci
sont activés lorsque les potentiels d’action envahissent et dépolarisent la
membrane de la terminaison nerveuse. Nous avons vu précédemment
que ces canaux étaient situés de façon stratégique aux zones actives, tout
près des vésicules synaptiques (figure 3). La structure de la terminaison
constitue donc un exemple frappant d’un couplage optimal entre la
structure et la fonction cellulaire. Pour témoigner de cette grande
18
efficacité d’organisation cellulaire, la JNM du cutaneuspectoris établi des
synapses extrêmement efficaces avec des facteurs de sécurité élevés en
raison de ses nombreuses zone actives et à sa grande population de
vésicules synaptiques (Grinneil and Herrefa, 1980; Banner and Herrera,
1986; Adams, 1989).
La relâche de neurotransmetteurs survient donc suite à l’entrée de
calcium dans les terminaisons nerveuses. Les neurotransmetteurs sont
relâchés dans la fente synaptique lorsque les vésicules synaptiques
fusionnent avec la membrane plasmique neuronale par un mécanisme
appelé exocytose. Nous verrons dans la section qui suit les différents
mécanismes proposés pour décrire lTexocytose ainsi qu’une description
des différents modes de recyclage vésiculaire.
2.2.4. CYCLE DES VÉSICULES SYNAPTIQUES
Le célèbre chimiste Antoine Laurent Lavoisier (1743-1794) a
postulé que, dans l’Univers, « Rien ne se perd, rien ne se crée ». Ce
postulat s’applique bien à la biologie des vésicules synaptiques qui figure
au centre d’un cercle bien circonscrit, fermé : exocytose - endocytose -
remplissage en neurotransmetteurs - exocytose. Les vésicules
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synaptiques font l’objet d’un recyclage méticuleux qui a pour fonction,
entre autres, de s’assurer qu’aucun excès de membrane ne vienne mettre
en péril la structure et la fonction de la zone active (Poodry and Edgar,
1979). Ce recyclage est aussi important pour l’approvisionnement et le
maintien des stocks vésiculaires, en particulier à la JNM où le rythme de
neurotransmission est habituellement élevé (Kawasaki et al., 2000).
Les différentes phases de la biologie des vésicules synaptiques sont
si interdépendantes qu’il est difficile de les présenter de façon isolée. En
effet, la localisation subcellulaire ou la provenance des vésicules
synaptiques influencera les mécanismes par lesquels elles subiront
l’exocytose. Par la suite, les mécanismes d’exocytose vont dicter la
manière avec laquelle les vésicules subiront l’endocytose et, finalement,
les mécanismes endocytotiques vont déterminer la vitesse avec laquelle
les vésicules synaptiques pourront être de nouveau disponible en plus de
déterminer vers quel groupe vésiculaire elles seront dirigées. Les sections
suivantes vous présenteront d’abord les différentes étapes de l’exocytose
pour ensuite vous présenter les divers mécanismes d’endocytose et de
recyclage vésiculaire présents aux synapses.
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2.2.4.1. Exocytose
Dans les terminaisons nerveuses, les neurotransmetteurs sont
concentrés dans les vésicules synaptiques et sont libérés dans la fente
synaptique par un mécanisme appelé exocytose. Uexocvtose consiste en
une série d’interactions protéiniques spécifiques qui permet à la vésicule
synaptique de fusionner avec la membrane de la zone active, d’exposer sa
lumière vésiculaire au milieu extracellulaire, permettant ainsi la diffusion
des neurotransmetteurs dans la fente synaptique. L’exocytose est un
mécanisme se décomposant en 3 étapes distinctes (Figure 4): l’arrimage
des vésicules, la formation d’un pore de fusion et la fusion de la
membrane vésiculaire avec la membrane de la terminaison nerveuse.
Dans le cas des vésicules du RP, les vésicules doivent d’abord
migrer vers la membrane plasmique avant d’entreprendre l’exocytose. En
effet, celles-ci doivent d’abord être libérées de leurs liens avec le
cytosquelette, tel que décrit dans la section “ 2.2.2.2 Vésicules claires “.
L’étape première de la migration vésiculaire implique donc la
phosphorylation de la synapsine par la PKA. Mais une fois libérées, les
vésicules migrent-elles de façon désordonnée ? Par mouvement
Brownien? Et dans quelle direction ? Le trafic migratoire vésiculaire
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serait guidé par de petites protéines G comme la protéine Rab-3A qui
accompagnent les vésicules jusqu’à leur site d’arrimage (Geppert et aL,
1994; Johannes et al., 199$). La sensibilité au Ca2 de ces protéines leur
permet d’effectuer un recrutement vésiculaire moduler par l’activité
synaptique (Burns et aL, 199$). Enfin, les vésicules synaptiques sont
prêtes à être arrimées lorsqu’elles arrivent à proximité de la zone active





Figure 4. Les étapes de l’exocytose.
ire étape L’arrimage. Les vésicules synaptiques migrent vers la membrane et
s’attachent à celle-ci via des interactions protéiniques. Pour les vésicules du RRP,
cette étape est déjà complétée.
2e étape : La formation d’un pore de fusion. L’entrée de Ca2 entraîne la formation
d’un pore de fusion, une sorte de canal protéinique qui va permettre aux membranes
de fusionner et/ou de laisser le neurotransmetteur difihser dans la fente synaptique.
3e étape L’ouverture ou la dilatation du pore de fusion expose la lumière des
vésicules synaptiques. Les neurotransmetteurs (NT) sont alors libres de diffuser





D’UN PORE DE FUSION
3IÈME ÉTAPE: FUSION DES MEMBRANES
ET DIFFUSION DU NEUROTRANSMETTEUR
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La découverte et la terminologie des protéines impliquées dans les
différentes phases de l’exocytose fait suite à des études sur le transport
vésiculaire du Golgi. Il a été montré que le N-éthylmaléimide (NEM),
un réactif sulfirydryle, empêchait les vésicules du Golgi de fusionner avec
les citernes de ce système (Balch et al., 1984). Grâce à cet agent, une
protéine a pu être isolée et purifiée la NSf (JVEII/I—Sensitive Fusion
protein), une protéine cytoplasmique soluble à activité ATPase (Young et
al., 1988). Une fois cette protéine isolée, de nombreuses protéines
cytoplasmiques se liant à celle-ci ont été identifiées. Ces protéines
additionnelles ont été nommées SNAP (Soluble NSF-Attachment Protein)
et celles-ci interagissent avec des récepteurs membranaires nommées
SNARE (Soluble NSF-Attachmentprotein KEceptors). Voyons maintenant
l’implication de ces différentes protéines dans l’exocytose.
L’arrimage vésiculaire est la première étape de l’exocytose. Elle
consiste à la formation d’un complexe composé de protéines
cytoplasmiques (N$F, SNAPs) ainsi que des protéines vésiculaires et
membranaires (Pevsner et al., 1994), nommées respectivement y
SNARE and t-SNARE. L’hydrolyse d’ATP par la NSf est absolument
nécessaire à l’amorce de l’arrimage (Banerjee et al., 1996). Du côté de la
vésicule synaptique, au moins deux v-SNARE sont impliquées dans la
phase d’arrimage : la synaptobrevine ou VAMP (Chapman et al., 1994)
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et la synaptotagmine (Petrenko et al., 1991). Ces protéines vésiculaires
vont interagir avec leurs “ récepteurs t-SNARE, présents à la
membrane plasmique de la terminaison nerveuse. La synaptobrevine
forme un complexe protéinique en se liant à deux protéines
membranaires, la protéine SNAP-25 et la syntaxine (Chapman et al.,
1994; McMahon and Sudhof, 1995). La synaptotagmine, qui a la
capacité de fixer le calcium et les phospholipides (Elferink et al., 1993),
se lie elle aussi à la syntaxine (Chapman et al., 1995).
Ces complexes protéiniques dTarrimage sont physiquement liés aux
canaux calciques (Sheng et al., 199$) afm d’optimiser la relâche de
neurotransmetteur qui nécessite une très haute concentration de Ca2
(concept des microdomaines, Bennett et aL, 2000). De nombreuses
interactions entre les complexes protéiniques d’arrimage et les canaux
calciques ont lieu. Par exemple, il a été montré que l’arrimage de
vésicules facilite l’activation des canaux calciques (Zhong et al., 1999),
de même que la présence de syntaxine était nécessaire afin de permettre
aux récepteurs couplés aux protéines G de moduler l’activité des canaux
calciques (Stanley and Mirotznik, 1997).
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La deuxième étape de Vexocytose implique la formation d’un pore
de fusion. Le concept du pore de fusion est venu répondre aux
problèmes conceptuels reliés à la fusion des membranes plasmiques et
vésiculaires. Un pore formé de protéines transmembranaires pourrait
faciliter la fusion des membranes biologiques qui ont un coeur
hydrophobe difficile à dissocier.
L’hypothèse conceptuelle du pore de fusion est tirée
d’observations électrophysiologiques effectuées auprès de cellules non-
neuronales comme les cellules chromaffines de la médullosurrénale
(Zhou et ai., 1996) ou les mastocytes (Breckenridge and Almers, 19$7a,
b). Ces cellules possèdent des granules de sécrétion qui, dans le cas des
souris mutantes beige, peuvent atteindre 5 am de diamètre (Breckenridge
and Almers, 1987a, b) ! Lors de l’exocytose de ces vésicules, une
quantité non négligeable de membranes est ajoutée à la membrane
plasmique. Cet ajout de membrane crée des changements de capacitance
qui peuvent être détectés en électrophysiologie. Les enregistrements
électrophysiologiques sur de telles cellules ont permis de mettre en
évidence la présence d’un courant précédant d’environ 100 ms les
changements de capacitance. La conductance du pore de fusion oscille
autour de 250 pS, l’équivalent de la conductance d’une jonction GAP.
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La composition et la structure du pore de fusion sont cependant
incertaines (Lindau and Almers, 1995). Bien que l’existence d’hémi
canaux sur la membrane plasmique de même que sur les vésicules
synaptiques ait été suggérée pour expliquer la formation des pores de
fusion (Kandel and Siegelbaum, 2000), de telles structures n’ont pas été
observées. La synaptophysine est une protéine vésiculaire qui pourrait
faire partie du pore dc fusion. En effet, cette protéine a la capacité de
former des canaux d’une conductance similaire au pore de fusion (Gincel
and Shoshan-Barmatz, 2002). Alternativement, le pore de fusion formé
de la synaptophysine pourrait être agrémenté d’une sous-unité de la V
ATPase (VO) et de la synaptobrévine (Galli et al., 1996).
Finalement, il a été aussi proposé que le pore de fusion était
composé des protéines impliquées dans l’arrimage des vésicules. Dans ce
modèle alternatif, les protéines d’arrimage opèrent une force tangentielle
favorisant l’évagination et, éventuellement, la fusion de la membrane
vésiculaire avec la membrane plasmique (Mochida, 2000). Cette
hypothèse est appuyée par la démonstration que les complexes
protéiniques d’arrimage étaient en mesure, à eux seuls, de former des
pores de fusion sur des membranes plasmiques purifiées (Cho et al.,
2002).
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Au niveau de la dernière étape de l’exocytose, la fusion des
membranes, un véritable débat existe. Deux modèles s’affrontent
l’exocytose de type kiss—and—run et le modèle classique de fusion
complète des membranes (figure 5). Dans le modèle d’exocytose de
type kiss—and—run (fesce et al., 1994), la vésicule synaptique ne
s’approche de la membrane que pour former le pore de fusion. Une fois
le neurotransmetteur diffusé par ce canal, la vésicule synaptique se
détache immédiatement. Ce modèle a l’avantage conceptuel de fournir
un mécanisme d’exocytose par lequel l’intégrité des membranes
vésiculaires, leur contenu protéinique ainsi que la stoechiométrie des
différentes protéines sont préservés. Ce modèle a aussi comme avantage
de fournir un mécanisme u1tra-rapid qui est compatible avec le taux de
décharge élevé des neurones.
Ce modèle est tiré d’observations électrophysiologiques combinant
la détection de la résistance (capacitance) membranaire et
l’ampérométrie. L’ampérométrie est une technique qui permet de
détecter la relâche de neurotransmetteurs de façon directe. Une
électrode de carbone fortement dépolarisée est amenée tout près de la
membrane plasmique. Lorsque les neurotransmetteurs frappent
l’électrode, ils sont oxydés, créant un courant proportionnel à la relâche
de neurotransmetteurs (Marcenac and Gonon, 1985). Il a été observé
2$
que la relâche de neurotransmetteurs avait lieu durant des changements
de capacitance rapides et transitoires, encore une fois chez les mastocytes
de souris mutantes (Alvarez de Toledo et al., 1993; Neher, 1993) de
même que chez les cellules chromaffines (Ales et al., 1999).
L’exocytose de type kiss-and-run n’est toutefois pas un mécanisme
exclusif aux cellules non-neuronales. En utilisant des marqueurs
vésiculaires fluorescents réversibles (voir section 2.2.4.3), il a été
montré, dans les cultures de neurones hippocampiques (Kiingauf et al.,
199$; Stevens and Williams, 2000) et à la jonction neuromusculaire
(HenkeÏ and Betz, 1995), que Ï’exocytose des vésicules synaptiques
pouvait avoir lieu par un mécanisme de type kiss-and-run.
Dans le mécanisme d’exocytose classique (figure 5, Heuser and
Reese, 1973), la vésicule synaptique fusionne complètement avec la
membrane plasmique. La membrane vésiculaire diffuse alors dans la
membrane plasmique fluide en périphérie de la zone active avant d’être
capturée par les mécanismes d’endocytose. La façon dont la composition
spécifique des membranes vésiculaires est conservée demeure encore un
mystère.
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Les différents mécanismes d’exocytose proposés ne sont pas du tout
exclusifs. Il y a de plus en plus d’études montrant que plusieurs
mécanismes d’exocytose coexistent au sein d’une même synapse. La
prépondérance d’un mécanisme versus un autre est contrôlée par de
multiples facteurs. Par exemple, il a été montré qu’une concentration
calcique intracellulaire élevée favorisait l’exocytose de type kiss—and—run
dans les cellules chromaffines (Ales et al., 1999). finalement, la
proportion de vésicules synaptiques subissant une exoyctose de type kiss
and—run serait proportionnelle à l’intensité de la stimulation imposée aux
terminaisons nerveuses (Stevens and \A/illiams, 2000).
2.2.4.2. Endocytose et recyclage des vésicules
synaptiques
Une fois Ï’exocytose complétée, les vésicules synaptiques sont
dirigées vers les divers mécanismes de recyclage où elles sont retirées de
la membrane plasmique par endocytose pour ensuite être remplies à
nouveau de neurotransmetteurs pour finalement retourner dans les pools
vésiculaires (RRP ou RP selon le cas). Les différents mécanismes de
recyclage des vésicules synaptiques peuvent être différenciés par leur
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cinétique ainsi que par les structures cytoplasmiques intermédiaires qui
leur sont attachées (Figure 5). Dans les paragraphes qui suivent, les
différents mécanismes seront présentés et cette section se terminera par









Figure 5. Mécanismes d’endocytose et de recyclage des vésicules synaptiques.
Représentation schématique des mécanismes de recyclage des vésicules synaptiques.
Le recyclage des vésicules synaptiques peut s’effectuer par des mécanismes lents,
rapides ou encore ultra-rapides (de type kiss-and-run). Adapté à partir de Richards et
al. (2000).
À gauche recyclage lent. Les mécanismes de recyclage lents impliquent la formation
de replis membranaires et de citernes cytoplasmiques. Les vésicules synaptiques sont
reformées suite au recrutement de clathrine. Les mécanismes de recyclage lents sont
responsables de l’approvisionnement du groupe vésiculaire de réserve.
À droite : recyclage rapide. Le recyclage rapide implique une endocytose de type
ldss-and-mn de façon dathrine-indépendante ou encore par une forme rapide d’endocytose
dépendante à la clathrine mais qui ne nécessite pas d’intermédiaire cytoplasmique.
Les mécanismes de recyclage rapides sont couplés au recyclage du groupe des vésicules
à libération immédiate (RRP).
REPLI MEMBRANAIRE
RECYCLAGE LENT I RECYCLAGE RAPIDE
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Il faut environ 10 à 20 minutes pour recycler une vésicule
synaptique par la forme de recyclage lente (Richards et al., 2000). Le
recyclage lent implique d’abord la formation de longs replis
membranaires qui servent de tampon membranaire, permettant
l’accumulation de membrane sans porter atteinte à la structure de la zone
active. Environ dix minutes après une période intense d’exocytose, ces
longs replis se détachent de la membrane pour former des citernes
cytoplasmiques. Ces citernes, de forme très distinctive (elles ressemblent
à de véritables fers à cheval), vont ensuite donner naissance par
bourgeonnement à de nouvelles vésicules environ cinq minutes plus tard.
Le recyclage lent est associé de façon fonctionnelle avec le recyclage du
groupe vésiculaire de réserve (Richards et al., 2000; Richards et al.,
2003).
Le recyclage vésiculaire rapide est responsable de
l’approvisionnement vésiculaire du groupe de vésicules à libération
immédiate (Richards et al., 2000; Richards et al., 2003). Cette forme
de recyclage nécessite moins de deux minutes et ne requiert pas
d’intermédiaires cytoplasmiques.
33
Bien que l’étude des protéines impliquées dans l’exocytose ait joui
d’une grande attention, ce n’est que récemment que les mécanismes
cellulaires de l’endocytose ont été étudiés. Au-delà des différentes
cinétiques d’endocytose que l’on retrouve, on note aussi une grande
variété de mécanismes d’endocytose. De cette diversité, on recoupe
l’implication de deux protéines qui jouent un rôle majeur dans
l’endocytose t la clathrine et la dynamine.
La clathrine est un ensemble protéique structurel, formé de
chaînes lourdes et légères, qui est présent sous forme de triskèle dans le
cytoplasme (UngewickelÏ and Branton, 1981). La clathrine a la propriété
de se polymériser de façon à former une véritable cage sphérique que
l’on appelle le manteau de clathrine. Cette cage protéinique appliquerait
une force sur les membranes vésiculaires, permettant leur invagination
cellulaire. La structure polyhèdrique des cages de clathrine
déterminerait la dimension des vésicules synaptiques (Ye and Lafer,
1995). Le recrutement de la clathrine se produit par l’intermédiaire de
protéines adaptatrices comme l’AP-2, l’AP-50, l’AP-18O et l’epsine
(Thurieau et al., 1988; Matsui and Kirchhausen, 1990; Lindner and
Ungewickeil, 1991; Yao et al., 2003). Ces protéines adaptatrices
seraient responsables de la reconnaissance des constituants des
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vésiculaires synaptiques assurant ainsi une endocytose qui préserverait
leur intégrité. Dans le cas de l’exocytose de type kiss-and—run, nul besoin
de la clathrine et des protéines adaptatrices puisque la vésicule
synaptique ne se déforme pas et que sa composition membranaire est
inchangée.
La dynamine est une protéine à activité GTPase qui intervient
dans la phase finale de l’endocytose, lorsque le manteau de clathrine a
modelé la vésicule synaptique mais qu’elle est encore attachée à la
membrane plasmique (McClure and Robinson, 1996). Ces vésicules,
sur le point de quitter la membrane plasmique, forment ce que l’on
appelle les tructures oméga (Q, Koenig et al., 199$). Les molécules de
dynamine s’enroulent en spirale au niveau du cou des structures oméga et
fournissent l’énergie nécessaire à la fission de la vésicule synaptique. Le
rôle crucial de la dynamine dans l’endocytose est bien illustré par l’étude
des drosophiles mutantes shibire (Poodry and Edgar, 1979). Chez ces
mutants, l’inhibition de la dynamine est modulée de façon réversible par
la température. L’inhibition de la dynamine crée rapidement une fatigue
musculaire (Kawasaki et al., 2000) suivie d’une paralysie complète.
L’observation, en microscopie électronique, des j onctions
neuromusculaires des mouches shibire révèle une abondance de figures
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oméga à la membrane plasmique et la quasi-disparition des populations
vésiculaires.
Plusieurs autres protéines seraient impliquées dans l’endocytose.
La plupart des protéines impliquées dans la machinerie endocytotique
interagissent par le biais de régions SH3. Parmi celles-ci on remarque
l’amphiphysine, une protéine qui s’attache à l’AP-2 et qui recrute la
clathrine et la dynamine (Wigge and McMahon, 1998; Slepnev et al.,
2000). La synaptojanine est une autre protéine capable de se lier à la
dynamine et qui est déphosphorylée lors d’activité synaptique
(McPherson et al., 1994). Elle se lie en outre à l’endophiline et à
l’amphiphysine (Micheva et aL, 1997). D’autres protéines sont
responsables de la disponibilité des différents composants de la
machinerie protéinique endocytotique comme l’endophiline et
l’intersectine (Yamabhai et al., 1998; Schuske et aL, 2003; Song and
Zinsmaier, 2003; Verstreken et al., 2003).
L’étude de l’endocytose en est à ses balbutiements et on commence
à peine à brosser le tableau des interactions protéiniques responsables de
l’endocytose. Bien que plusieurs protéines aient été identifiées, leur
action précise dans le mécanisme d’endocytose est, pour la plupart,
inconnue. Pour compliquer le tout, des formes d’endocytose
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indépendante de la clathrinc (Palfrey and Artalejo, 199$; Shi et al.,
199$; Daly et aL, 2000) et de la dynamine (Vickery and von Zastrow,
1999) ont été observées. Il faudra donc un certain temps avant
d’apprécier la diversité des mécanismes d’endocytose et de pouvoir
proposer un modèle mécanistique de l’endocytose.
2.2.4.3. Les marqueurs vésiculaires comme outils
pour étudier la biologie des vésicules
synaptiques
Uavènement de molécules fluorescentes capables de marquer des
vésicules synaptiques in situ, via l’activité neuronale a permis
d’approfondir nos connaissances sur la dynamique des vésicules
synaptiques dans les terminaisons nerveuses (Betz and Bewick, 1992;
Betz et al., 1992b; Betz et al., 1992a; Betz and Bewick, 1993). Les
marqueurs de la famille du FM1-43 (marqueurs fM) sont aujourd’hui
les plus utilisés et ont été développés à la jonction neuromusculaire
d’amphibien (précisément le muscle utilisé dans cette thèse, Betz et al.,
1996).
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Les marqueurs FM sont des molécules amphiphiles, leur partie
hydrophobe leur permettant de se lier aux membranes et leur partie
hydrophile les empêchant de traverser ses mêmes membranes. Leur
fluorescence de base est relativement faible mais augmente de façon
significative (100 x) lorsque la molécule est attachée aux phospholipides.
ils peuvent être utilisés pour évaluer les activités endo- et exocytotiques
(figure 6).
3$
Technique pour charger les vésicules
_________________
et/ou
I Marqueurs FM pour évaluer l’activité endocytotique
Membrane plasmique
—i———-i--—j- £TurJi._____Milieu extracellulaire I II
‘ I I I
Technique pour évaluer l’activité exocytotÏque
Membrane plasmique
Milieu extracellulaire I I
Figure 6. Illustration des méthodes afin d’utiliser les marqueurs FM pour évaluer
l’activité vésiculaire.
Haut Pour charger les vésicules ou pour mesurer l’activité endocytotique, les
terminaisons nerveuses sont mises en présence des marqueurs FM (Gauche). Lors
d’une stimulation nerveuse, la membrane interne des vésicules est exposée aux
marqueurs lors de l’exocytose (Centre). Les marqueurs sont emprisonnés dans les
vésicules lors de leur endocytose (Droite). Un lavage de la préparation élimine le
marquage non-spécifique des membranes plasmiques.
Bas : Pour évaluer l’activité exocytotique, les vésicules sont préalablement chargées
(Gauche). Lors de la stimulation nerveuse en absence de marqueur dans le milieu
extracellulaire, les marqueurs vésiculaires diffusent dans la fente synaptique lors de
l’exocytose (Centre). La vésicule ainsi déchargée (Droite), une perte de fluorescence
des terminaisons nerveuses est observée.
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Le premier membre de cette famille de marqueur à avoir été
utilisé avec succès est le FM1-43. De nombreux analogues de cette
molécule ont été synthétisés, ayant des caractéristiques chimiques
distinctes (Betz et al., 1996). Le fMl-43, FM2-10 et le fM4-64 sont
les trois marqueurs principaux de cette famille. Ces 3 analogues varient
dans leur taille, poids moléculaire, leur spectre de fluorescence et leur
affinité membranaire (figure 7 et Tableau 1).
A la jonction neuromusculaire (Richards et ai, 2000) ainsi que
dans le système nerveux central (Kiingauf et al., 199$), les différents
mécanismes d’exocytose et d’endocytose ont pu être étudiés de façon
spécifique en tirant parti des différentes propriétés des marqueurs fM.
Par exemple, la plus grande hydrosolubilité du fM2-10 a permis de
mettre en évidence une exocytose de type kiss-and-run dans les neurones
hippocampiques en culture (Kiingauf et al., 1998). Dans le cas de la
JNM d’amphibien, il semble que ce soit la petite taille du fM2-10 qui









Figure 7. Schémas de la structure moléculaire de certains marqueurs de la
famille du FM 1-43.
Les marqueurs FM possèdent une tête polaire, hydrophile (partie gauche avec les
atomes d’azote chargé), un noyau de double liens qui leur confère leurs propriétés
spectrales et, enfin, une queue responsable de l’attachement aux membranes. La
partie invariable des molécules apparaît ici en noir. La queue du FM 2-10
possède moins de chaînes de carbone que le FM 1-43 (la modification est illustrée
en bleu) ce qui rend cette molécule plus soluble. Le FM 4-64 possède un noyau
de carbone à double lien qui est beaucoup plus long, ce qui lui confère sa plus
grande hydrophobicité et son spectre de fluorescence différent.
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Affinité





FM1-43 611,55 ++ 502 625
FM2-10 555,44 + 502 625
FM4-64 607,51 ++÷ 560 767
Tableau 1. Tableau compamtif des canictérisfiques physico-chimiques des différents
marqueurs delafinuiliedu FM 1-43.
Le fM 2-10 a un spectre de fluorescence identique au FM 1-43 mais possède
beaucoup moins d’affinité membranaire. Ces deux marqueurs peuvent être utilisé en
fluorescence de type ftuorescine. Le fM4-64 est le marqueur qui a plus d’affinité pour
les membranes et doit être utilisé en fluorescence de type rhodamine.
42
2.3. La fibre musculaire
La terminaison nerveuse est le composant de la synapse
transmettant de l’information. Comme dans tout processus de
communication, il doit exister à la synapse des éléments capables de
capter et de comprendre l’information qui y est transigée. Les neurones
forment des spécialisations post-synaptiques leur permettant de capter les
informations neuronales et ces spécialisations se retrouvent surtout au
niveau du corps cellulaire et des dendrites.
La fibre musculaire, bien que n’étant pas un élément neuronal, est
une cellule excitable aux caractéristiques électrophysiologiques assez
proches des neurones. En effet, la fibre musculaire a des capacités
d’intégration similaire à l’axe somato-dendritique des neurones : les
potentiels synaptiques subliminaires y subissent des sommations spatiales
et temporelles. La fibre musculaire a aussi tous les composants
cellulaires permettant la génération et la propagation des potentiels
d’action. Ses canaux sodiques dépendants du voltage sont toutefois
légèrement différents et peuvent être bloqués de façon spécifique par les
ii-conotoxines PillA, GIIIA et GIIIB (Cruz et al., 1985; Cmz et al.,
1989; Shon et al., 199$).
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La fibre musculaire forme, tout comme les cellules neuronales,
une spécialisation post-synaptique : la plaque motrice. La formation de
la plaque motrice résulte d’un processus de maturation déclenché par le
contact des terminaisons nerveuses avec les myombules. L’agrine, une
molécule sécrétée par les terminaisons nerveuses, joue un rôle
déterminant dans ce processus en causant l’agglomération des récepteurs
nicotiniques et des noyaux cellulaires musculaires (Ruegg and Bixby,
1998). La plaque motrice continue ensuite sa différenciation en formant
un élargissement cytoplasmique caractérisé par de nombreux replis
membranaires. Les récepteurs nicotiniques sont alors concentrés aux
crêtes de ces replis, en face des zones actives (comme nous l’avons vu à la
Figure 3). Afin de propager efficacement les courants générés par les
récepteurs nicotiniques, des canaux sodiques dépendants du voltage sont
distribués à l’intérieur des replis de la plaque motrice, finalement, la
fibre musculaire sécrète des composants de la matrice extracellulaire
comme l’acétylcholinestérase, l’enzyme responsable de la dégradation de
l’acétylcholine (Michel et al., 1994).
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2.3.1. RÉCEPTEURS POST-SYNAPTIQUES
Les fibres musculaires possèdent plusieurs récepteurs
pharmacologiques qui leur permettent de détecter l’activité nerveuse.
Leur récepteur principal est, bien sûr, le récepteur cholinergique
nicotinique. Par contre, on peut aussi retrouver d’autres récepteurs qui
ne régulent pas moins la physiologie de la JNM. Ces récepteurs seront
brièvement décrits dans les sous-sections suivantes.
2.3.1.1. Récepteurs cholinergiques n icotin iques
Ces récepteurs sont des canaux ioniques perméables aux cations
qui sont activés par la liaison de 2 molécules d’acétylcholine (ACh).
Durant le développement, les récepteurs nicotiniques sont formés de cinq
sous-unités protéiniques (2 sous-unités et, (3, ‘ et ). Une fois la synapse
consolidée, la sous-unité y est progressivement remplacée par une sous-
unités (Witzemann et al., 1989). La forme mature de ce récepteur
présente une plus grande conductance et un temps d’ouverture un peu
plus court (Brehm and Henderson, 198$; Leonard et al., 198$).
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Les récepteurs nicotiniques sont bloqués de façon réversible et
compétitive par la d-tubocurarine (Almon and Appel, 1976) et de façon
irréversible et non-compétitive par l’a-bungarotoxine (Diyden et al.,
1974). Ces bloqueurs cholinergiques préviennent les contractions
musculaires qui sont nuisibles aux enregistrements électrophysiologiques
et photoniques et ont été utilisés dans la plupart des expériences figurant
dans cette thèse.
2.3.1.2. Récepteurs purinergiques et autres
récepteurs
La fibre musculaire possède en outre des récepteurs purinergiques
tpour une description plus détaillée de ces récepteurs voir la section 3.2
Récepteurs purinergiques). Des récepteurs purinergiques à l’adénosine
A1, A2A et A2B ont été identifiés dans les muscles squelettiques du rat
(Lynge et al., 2003). L’activation du récepteur A2B entraîne une
élévation cytoplasmique d’AMPc et la phosphorylation de CREBs
(Cyclic AMP Responsive Elements Binding proteins, Lynge et aï.,
2003). Ces récepteurs seraient donc impliqués dans la régulation de
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l’expression des gènes des fibres musculaires. La fibre musculaire affiche
aussi les récepteurs purinergiques à l’ATP P2 (Ryten et al., 2001) et P2
(Tsim et al., 2003). Ces récepteurs sont impliqués dans les phénomènes
de maturation de la JNM et contrôlent aussi l’expression des récepteurs
nicotiniques.
En terminant, des récepteurs glutamatergiques de type NMDA
ont été identifés sur des fibres musculaires à la JNM du rat (Malomouzh
et al., 2003) de même que des récepteurs glutamatergiques
métabotropiques de la famille mGLUR1 sur les fibres musculaires de la
JNM de grenouille, sur le muscle utilisé dans cette thèse (Pinard et al.,
200). Un système de transmission glutamatergique pourrait être
impliqué dans diverses formes de plasticité synaptique à la JNM et il
été suggéré que le NO pourrait agir en tant que messager second de ce
système (Pinard et al., 2002). Cette possibilité sera approfondie dans la
discussion finale de cette thèse.
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2.3.2. ELEcTR0PHY5I0L0GIE DE LA FIBRE
MUSCULAIRE
Comme nous l’avons vu à la section 2.3.1.1, les récepteurs
cholinergiques nicotiniques sont les principaux récepteurs des fibres
musculaires. L’ouverture de ces récepteurs-canaux permet le passage de
cations de part et d’autre de la membrane plasmique. Le courant net
généré par l’ouverture de ces canaux est un courant dépolarisant
détectable à l’aide de techniques d’électrophysiologie. Les
dépolarisations musculaires résultant d’une stimulation nerveuse sont
nommées potentiels de plaque motrice (PPMs). On peut aussi observer,
à la JNM au repos, de faibles dépolarisations spontanées des fibres
musculaires ce sont les PPM miniatures (PPMm, 500 tV, Katz and
Miledi, 1967). En réduisant de façon considérable la probabilité de
relâche de neurotransmetteurs, il a été observé que l’amplitude des PPMs
diminue progressivement pour atteindre la taille des PPMm (del Castilo
and Katz, 1954). En observant la distribution de fréquence de
l’amplitude des PPMs, Katz et collaborateurs ont aussi noté que des pics
de distribution apparaissaient à des valeurs multiples de l’amplitude des
PPMm. Ces observations ont fait naître la théorie de transmission
synaptique quantique selon laquelle les PPMs sont composés de
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l’addition de PPMm et que ceux-ci sont le résultat de lTexocytose d’une
vésicule synaptique (deÏ Castillo and Katz, 1954).
2.4. La cellule gliale
Les cellules gliales ont longtemps été considérées comme des
cellules de soutien permettant la conduction saltatoire, nourrissant les
neurones et “ nettoyant “la fente synaptique. La cellule gliale présente à
la jonction neuromusculaire est la cellule de Schwann perisynaptique
(CSP). •Contrairement aux cellules de Schwann qui entourent les axones
du système nerveux périphérique, les CSPs ne forment pas de gaine de
myéline. Elles recouvrent la terminaison nerveuse et projettent des
doigts cytoplasmiques qui apparaissent entre les zones actives (Heuser
and Reese, 1973).
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2.4.1. RÔLE TROPHIQUE ET DÉVELOPPEMENTAL DES
CSPs À LA JONCTION NEUROMUSCULAIRE
Lors de la formation embryonnaire de la jonction
neuromusculaire, les cellules de Schwann migrent vers les synapses après
que celles-ci aient été formées. Elles n’ont pas un rôle déterminant à
jouer dans les premiers établissements des jonctions neuromusculaires.
Par contre, elles jouent un rôle important dans le maintien et la ré-
innervation de la jonction neuromusculaire mature. En effet, lors de
dénervations, les CSPs lancent des projections cytoplasmiques de façon
plus ou moins désorganisée en périphérie des plaques motrices
(Reynolds and Woolf, 1992). Lors de dénervation partielle, de
véritables ponts sont formés par les CSPs entre les jonctions innervées et
dénervées (Love and Thompson, 1999). Des bourgeonnements
neuronaux naissent des jonctions innervées et sont guidés vers les plaques
dénervées par ces ponts gliaux (Love and Thompson, 1999). De plus,
suite à une dénervation, les CSPs se mettent à exprimer de façon rapide
diverses protéines favorisant la ré-innervation comme la protéine GAl?
43 (Vfoolf et al., 1992). L’expression de gènes par les CSPs est régulée
par la relâche de neurotransmetteurs de façon active à la JNM
d’amphibien (Georgiou et al., 1994).
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2.4.2. LES CSPs IMPLIQUÉES DANS UN
PARTENARIAT SYNAPTIQUE À LA JONCTION
NEUROMUSCULAIRE
Le rôle des CSPs à la jonction neuromusculaire ne se limite pas
qu’à favoriser la ré-innervation. Plusieurs caractéristiques des CSPs
laissent croire qu’elles pourraient être impliquées dans la modulation de
la transmission synaptique et dans des phénomènes de plasticité à court
terme. Tout d’abord, elles possèdent une grande variété de récepteurs
aux neurotransmetteurs : récepteurs muscariniques (Robitaille et aL,
1997), purinergiques (Robitaille, 1995) et peptidergiques (Bourque and
Robitaille, 1998). Elles ont donc la capacité de détecter la relâche des
neurotransmetteurs et des peptides de la jonction neuromusculaire. De
plus, les CSPs répondent à la relâche de neurotransmetteur (Jahromi et
al., 1992), de même qu’à l’activation de ses divers récepteurs, par une
élévation de leur concentration calcique intracellulaire.
Les CSPs pourraient-elles, en retour, moduler la transmission
synaptique ? Dans une série d’expériences méticuleusement préparées, il
a été montré de façon convaincante que l’activation des protéines G dans
les CSPs cause une baisse dans la relâche de neurotransmetteurs et que
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l’inhibition de ces protéines diminue l’amplitude de la dépression
synaptique à la JNM (Robitaille, 1998). Les molécules effectrices par
lesquelles les CSPs pourraient moduler la transmission et la dépression
synaptiques ne sont pas encore connues. L’hypothèse selon laquelle le
NO serait une de ces molécules sera brièvement discutée dans le dernier
chapitre de cette thèse.
2.5. Phénomènes de plasticité synaptique à court
terme àlaJNM
La JNM est sujette à plusieurs formes de plasticité synaptiques à
court terme qui sont contrôlées par de multiples facteurs dont l’intervalle
de stimulation, la fréquence et la durée de stimulation (Zucker and
Regehr, 2002). Durant les épisodes de plasticité synaptique, des
phénomènes de potentialisation et de dépression synaptiques coexistent
(Dittman et al., 2000; Zucker and Regehr, 2002). Les PPMs sont alors
des réponses composites, façonnées par l’addition des différents
phénomènes plastiques. La contribution individuelle de chacun de ces
phénomènes peut être mis en lumière en manipulant les conditions
expérimentales. Par exemple, on peut observer des phénomènes de
potentialisation à la JNM (comme la potentialisation et l’augmentation)
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lorsque l’on réduit la probabilité de relâche de neurotransmetteur (en
réduisant la concentration calcique extracellulaire).
Par contre, les phénomènes de dépression synaptique prédominent
à la JNM puisque c’est une synapse très forte, avec un taux de relâche de
neurotransmetteurs et un facteur de sécurité élevés (Grinneli and
Herrera, 1980). En effet, lorsque le niveau de relâche de
neurotransmetteur est élevé, la dépression synaptique prédomine lors
d’activité synaptique intense (Hort-Legrand and Metral, 1982). Etant
donné que l’activité musculaire est souvent recrutée par des volées de
potentiels d’action à haute fréquence, la dépression synaptique est donc
èertainement la forme de plasticité la plus récurrente dans des conditions
physiologiques.
Une brève description de la facilitation homosynaptique et une




La facilitation homosynaptique est une forme de plasticité à court
terme qui survient lorsque des stimuli se succèdent à intervalle rapproché
t- de 600 ms). On observe alors que, pour une même stimulation,
l’amplitude des PPMs est augmentée (Figure 8).
Le niveau de facilitation est maximal lorsque les stimuli se
succèdent de façon quasi-immédiate et diminue graduellement lorsque
l’intervalle de stimulation est augmenté (Figure s). L’amplitude de ce
phénomène suit une courbe exponentielle d’une constante de temps
d’environ 100 ms (Zucker and Regehr, 2002) mais on retrouve aussi des
synapses montrant une facilitation suivant une courbe à deux
exponentielles. Ce phénomène d’origine présynaptique (fisher et al.,
1997) résulte d’une plus grande relâche de neurotransmetteur et serait
causé par une accumulation de calcium dans les terminaisons nerveuses






Niveau de facilitation homosynaptique (amplitude du courant B/amplitude du
courant A) en fonction de l’intervalle de stimulation utilisé (A t).
Insertion: facilitation homosynaptique de courants synaptiques pour un intervalle de
stimulation de 20 ms. Notez la différence en amplitude des courants A et B malgré le
fait que l’intensité de stimulation est la même. Tiré de Zucker and Regehr (2002)
avec la permission de Annual Review ofPhysiology, Volume 64 © 2002 by Annuat
Revzews.
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2.5.2. AUTRES PHÉNOMÈNES DE POTENTIALISATION
Il existe d’autres phénomènes de potentialisation à la JNM comme
la potentialisation à court terme, l’augmentation et la potentialisation
post-tétanique. Ces phénomènes sont tous attribués à une augmentation
de la relâche de neurotransmetteurs (d’origine présynaptiques, Fisher et
al., 1997). La potentialisation à court terme et l’augmentation
surviennent lorsque la stimulation nerveuse est prolongée (plusieurs
secondes, minutes) à fréquence élevée (>5 Hz). Ces phénomènes sont
caractérisés par une augmentation graduelle de l’amplitude des PPMs.
Ces phénomènes sont abordés ici brièvement puisque la dépression est le
résultat prépondérant à la JNM lors de stimulation nerveuse intense.
Ces phénomènes peuvent toutefois être révélés et étudiés lorsque la
relâche de neurotransmetteur est réduite de façon expérimentale (en
réduisant la concentration calcique extracellulaire, par exemple). La
potentialisation post-tétanique survient, comme son nom l’indique, suite
à une stimulation nerveuse tétanique. Une fois le tetanus imposé
terminé, on remarque une augmentation de l’amplitude des PPMs, un
phénomène qui peut durer plusieurs minutes.
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2.5.3. DÉPRESSION DÉPENDANTE DE L’ADÉNOSINE
La dépression dépendante de l’adénosine est une forme de
plasticité synaptique quasi-universelle dans le système nerveux, en
particulier au niveau des synapses adrénergiques et cholinergiques
(Ribeiro, 1995; Brundege and Dunwiddie, 1997; Dunwiddie and
Masino, 2001). Dans cette forme de dépression synaptique, le
métabolisme de l’ATP joue un rôle majeur. En effet, dans les
terminaisons nerveuses des neurones cholinergiques ou adrénergiques,
l’ATP est un co-transmetteur présent dans les vésicules synaptiques, aux
côtés des neurotransmetteurs classiques. Lors de l’exocytose, l’ATP
relâchée dans la fente synaptique est rapidement dégradée par des ecto
nucléotidases en adénosine diphosphate (ADP) et en adénosine (White,
1984). La dégradation de l’ATP est donc la source principale
d’adénosine dans la fente synaptique. Cette dépendance à la dégradation
d’un co-transmetteur inscrit la dépression dépendante de l’adénosine dans
une boucle de rétroaction très intéressante puisqu’elle est alors
étroitement liée à la quantité de neurotransmetteurs libérés.
À la JNM, la dépression dépendante de l’adénosine se développe
lentement (plusieurs minutes) lorsque la préparation est stimulée à 0,5
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ou 1 Hz (Redman and Silinsky, 1994). Il y a été montré que cette forme
de plasticité synaptique était d’origine présynaptique, associée à une
baisse dans la quantité de neurotransmetteurs libérés, via un mécanisme
qui affecterait la probabilité de relâche de neurotransmetteur (Ribeiro
and Dominguez, 197$; Silinsky, 19$4). En outre, il a été montré que
cette forme de dépression était dépendante de l’activation d’un récepteur
A1 (Redman and Silinsky, 1994). Toutefois, aucune étude n’a fait état
de la distribution cellulaire de ce récepteur à la JNM. Il est intéressant
de noter que la seule démonstration de l’activation de récepteurs A1
fonctionnels à la JNM indique que ceux-ci se situeraient au niveau des
CSPs (Robitaille, 1995). Étant donné que les CSPs peuvent moduler la
transmission et 1a plasticité synaptiques (Robitaille, 199$), il serait
opportun de vérifier l’hypothèse selon laquelle les CSPs seraient
impliqués dans la dépression dépendante de l’adénosine à la JNM.
Dans l’article qui figure dans le deuxième chapitre, nous
montrerons que la dépression induite par l’adénosine ne résulte pas d’une
réduction de l’entrée de Ca2 dans les terminaisons nerveuses (Robitaille
et aL, 1999). Nous verrons ensuite, dans l’article du troisième chapitre,
que les effets du NO et de l’adénosine sur la transmission synaptique ont
une grande similitude : les effets dépresseurs du NO étant aussi
indépendants des niveaux calciques des terminaisons nerveuses. La
5$
possibilité d’une participation commune de ces deux molécules dans la
dépression synaptique sera abordée lors de la discussion générale à la fin
de cette thèse.
2.5.4. DÉPRESSION SYNAPTIQUE DÉPENDANTE DE LA
FRÉQUENCE
La dépression synaptique dépendante de la fréquence a été
décrite il y a plus de soixante ans (Eccles et al., 1941). Cette forme de
dépression est réversible et apparaît lorsque l’on impose un rythme de
stimulation élevé à la JNM (>10 Hz). On note alors une diminution
rapide de l’amplitude des PPMs (figure 9). Cette forme de plasticité
synaptique prédomine au niveau de plusieurs synapses et ce,
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Figure 9. Dépression synaptique dépendante de la fréquence
Décours temporel de l’amplitude des PPMs avant, durant et après l’induction de la
dépression synaptique dépendante de la fréquence (10 Hz, $Os). Notez la diminution
rapide de l’amplitude des PPMs dès le début de la stimulation à 10 Hz. Ce
phénomène de plasticité est réversible et l’amplitude des PPMs retourne
graduellement à des niveaux contrôles une fois la stimulation terminée.
© Sébastien Thomas et Richard Robitaille, figure non-publiée.
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Malgré sa grande prévalence, les mécanismes moléculaires précis
responsables de la dépression ne sont pas connus. Pour tenter de percer
le mystère de ce phénomène, plusieurs études ont effectué des
modélisations moléculaires et statistiques (Betz, 1970; Sarrazin, 1983;
Weis et aL, 1999). Ces études ont à la fois suggéré que la dépression
était le résultat d’une baisse dans la probabilité de relâche (Wu and
Borst, 1999), d’une diminution de l’entrée de calcium (King et al., 2001)
ou encore d’une diminution du contenu quantique (Glavinovic, 1987,
1995). Par contre, l’hypothèse d’une baisse dans l’entrée de Ca2 doit
être écartée en ce qui concerne la JNM d’amphibien (Robitaille and
Charlton, 1992).
Un modèle intéressant pour expliquer la dépression synaptique
dépendante de la fréquence est le modèle de déplétion (depletion model),
un modèle qui suggère que la dépression synaptique est le résultat d’une
baisse dans la disponibilité de neurotransmetteurs (Betz, 1970). Etant
donné que les neurotransmetteurs sont concentrés dans les vésicules
synaptiques, la disponibilité de celles-ci pourrait donc constituer un
facteur déterminant pour la dépression synaptique (Moser and Beumer,
2000). Cette idée est soutenue par le fait que la récupération suite à la




L’adénosine est un ribonucléoside dont la base est l’adénine. On
la retrouve donc au sein des chaînes d’ADN et d’ARN. En plus d’être
un composant de la structure de l’ADN, l’adénosine est aussi une
molécule de signalisation impliquée dans de nombreux phénomènes
physiologiques comme le contrôle du débit sanguin (Phillis, 1 9$9) et le
rythme cardiaque (Ledent et al., 1997). Dans le système nerveux
central, l’adénosine cause généralement une inhibition de la relâche de
neurotransmetteurs (Ribeiro, 1995; Brundege and Dunwiddie, 1997;
Dunwiddie and Masino, 2001). Elle est, en outre, impliquée dans les
phénomènes neuronaux du• contrôle du cycle éveillsommeil (Porkka
Heiskanen, 1999; Porkka-Heiskanen et al., 2002) ou la perception de la
douleur (Ledent et al., 1997).
Les dérivés phosphatés de l’adénosine ont de nombreuses fonctions
cellulaires régulatrices : l’AMPc est un messager second cellulaire
important impliqué dans de nombreuses voies de signalisation, l’ADP
fait partie de résidus ajoutés aux protéines (e.g. ADP-ribosylation) et
l’ATP est la monnaie d’échange énergétique universelle, qui peut aussi
agir en tant que neurotransmetteur.
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Les effets de l’adénosine à la jonction neuromusculaire ayant déjà
été présentés (2.5.3 Dépression dépendante de l’adénosine), cette section
se consacrera à la description de la synthèse de l’adénosine et ses dérivés
phosphatés et des récepteurs purinergiques activés par ces substances.
3.1. Synthèse de l’adénosine et de ses dérivés
Dans les différents métabolismes cellulaires, l’adénosine, l’AMP et
l’ATP peuvent provenir de trois sources respçctives. Pour ce qui est de
l’adénosine, elle est synthétisée de novo à partir du catabolisme de la
méthionine (Horton et al., 1994). Les deux principaux nucléotides de
purines et les deux messagers seconds les plus importants (l’AMP et le
GMP) se forment, quant à eux, à partir d’un nucléotide commun:
l’inositol monophosphate (IMP; Horton et al., 1994). La principale
source d’ATP est bien entendu les différents cycles énergétiques comme
le cycle du citrate (cycle de Krebs), la glycolyse, la glycogènolyse,
l’oxydation des acides gras, etc... .(Horton et al., 1994).
En outre, les dérivés purinergiques font l’objet d’un important
recyclage et de nombreuses réactions chimiques existent afin de convertir
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les différents dérivés d’adénosine (adénosine, AMP, ADP et ATP)
faisant intervenir des phosphatases ou phosphorylases (Horton et aL,
1994; Latini and Pedata, 2001). Comme il a été mentionné dans la
section 2.5.3, les ecto-nucléotidases sont responsables de la
concentration des divers dérivés purinergiques dans la fente synaptique
(Latini and Pedata, 2001; Matsuoka and Ohkubo, 2004).
Dans la section suivante, nous verrons les différents récepteurs
purinergiques de même que les différents mécanismes cellulaires qui
suivent leur activation.
3.2. Récepteurs purinergiques
Les récepteurs purinergiques peuvent être divisés en deux classes
les récepteurs P1 (ou, comme nous le verrons plus loin de type A),
activés par l’adénosine et les récepteurs P2, activés par l’ATP. Ces




Les récepteurs de la classe P1 appartiennent tous à la grande
famille des récepteurs couplés aux protéines G et sont activés par
Ï’adénosine. La nomenclature des récepteurs P1 a été modifiée suite à la
découverte de la grande diversité des récepteurs activés par l’adénosine
(Predholm et al., 2001). A ce jour, un total de quatre récepteurs activés
par l’adénosine ont été identifiés (fredholm et aL, 2001). Ce sont les
récepteurs A1, A2A, A2B et A3.
3.2.1.1. Le récepteur A1
Le récepteur A1 se retrouve dans le système nerveux central
(Swanson et ai, 1995; Saura et al., 1996), concentré dans l’hippocampe,
le cortex cérébral et le cervelet. Comme nous l’avons vu plus tôt (section
2.5.3), c’est ce récepteur qui est présent à la JNM et qui est impliqué
dans la dépression synaptique dépendante de l’adénosine (Silinsky, 1984;
Redman and Silinsky, 1994). Ce récepteur est couplé à une protéine G0
qui cause une diminution des niveaux d’AMPc cellulaire. Il a été relié à
l’activation de canaux potassiques (Tmssell and Jackson, 1985) de même
qu’à l’inhibition de canaux calciques (MacDonald et al., 1986).
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3.2.1.2. Les récepteurs A2
Les récepteurs A7 sont couplés à une protéine G qui entraîne une
élévation des niveaux d’AMPc cellulaire. Les récepteurs A2A et A2B
diffèrent, entre autres, par leur distribution tissulaire. Le récepteur A2A
se retrouve au niveau de la rate, le thymus et au niveau des neurones
GABAergiques des noyaux putamen ou caudés. Le récepteur A2B se
retrouve surtout au niveau de la vessie et du colon. Par contre, nous
avons vu qu’un récepteur A2B est présent au niveau des fibres musculaires
de la JNM, impliqué dans un processus de maturation (voir 2.3.1.2
Récepteurs purinergiques et autres récepteurs, Lynge et al., 2003).
3.2.1.3. Le récepteur A3
Tout comme le récepteur A1, le récepteur A3 est couplé à un
protéine G0. Ce récepteur se retrouve surtout au niveau des testicules et
chez les mastocytes où son activation entraîne la dégranulation des
mastocytes (Ramkumar et aL, 1993; Pozard et al., 1996). Il n’est
exprimé que très faiblement dans le SNC (Dixon et al., 1996), mais
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pourrait être impliqué dans la modulation des récepteurs mGLUR
(Macek et al., 199$).
3.2.Z. RÉCEPTEURS P2
Les récepteurs P, sont des récepteurs activés par l’ATP. Ils
forment une famille de récepteurs extrêmement diversifiés (17 récepteurs
identifiés à ce jour). Ils sont divisés en deux groupes les récepteurs P2
et les récepteurs P25,. Les caractéristiques principales de ces deux groupes
de récepteurs sont présentées de façon succinte dans les sous—sections
suivantes.
Les récepteurs P2 sont d’importants rouages de la
synaptophysiologie de la JNM. En effet, la composante purinergique
des réponses calciques observées dans les CSP lors de stimulations




Les récepteurs P2 sont des récepteurs-canaux activés par l’ATP.
Ces récepteurs sont formés de trimères ou d’hexamères d’une même
sous-unité. Il existe au moins sept sous-unités de récepteurs P2 qui ont
donné leur nom aux différents récepteurs (récepteurs P2,1 à 27)• De
plus, des hétéro-muhimères ont été observés, formés de sous-unités
‘2x22x3 (Radford et al., 1997), P2x4/P2x6 (Le et ai, 199$) et P1/P2
(Torres et al., 199$). Cette grande diversité de canaux et d’assemblage
de sous-unités permet une variabilité très fine des propriétés des canaux
P2 (e.g. : désensibilisation, conductance, perméabilité/sélectivité
ionique). Ces récepteurs-canaux sont perméables aux cations et plus
particulièrement au Ca2 et sont responsables des réponses synaptiques
purinergiques rapides. Il est à noter qu’une composante de la réponse
calcique des CSP suite à une stimulation nerveuse à la JNM est causée
par l’activation d’un récepteur de type P2. (Robitaille, 1995).
6$
3.2.2.2. Recepteurs P23)
Les récepteurs P2. sont, à l’instar des récepteurs Pi, des récepteurs
couplés à des protéines G. À ce jour, dix différents récepteurs ont été
clonés, ce qui laisse encore une grande fenêtre de possibilité pour l’ATP
afin de moduler les événements synaptiques. Étant donné leur
mécanisme d’action, ces récepteurs sont impliqués dans des changements
à long terme. Les récepteurs P2 ont été reliés à une augmentation de
divers courants tels les courants calciques (Pilippov et al., 2000; Kulick
and von Kugelgen, 2002; Borvendeg et aL, 2003) et les courants NMDA
(Luthardt et aL, 2003). Un récepteur de type P23, participe aussi à la
réponse calcique des PSC lors de stimulation nerveuse à la JNM
(Robitaille, 1995).
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4. LE MONOXIDE D’AZOTE
Le NO est présent sous forme de gaz dans les systèmes
biologiques ce qui en fait un messager diffisible, capable de traverser les
membranes biologiques. Le NO est une molécule plutôt instable qui est
rapidement réduite en nitrites et nitrates, ce qui lui confère une durée de
vie très limitée (environ 5 secondes, Miyata et aL, 1969; Marletta et aL,
1988). Cette courte durée de vie limite son rayon d’action à environ 200
tim (Keitoku et al., 1988).
Le NO est un important modulateur de la transmission synaptique
dans le système nerveux (Bredt and Snyder, 1992; Brenman and Bredt,
1997). Le NO est tantôt considéré comme un neurotransmetteur (Koh
and Jacidet, 1999), tantôt comme un messager neuronal périsynaptique
(Bredt and Snyder, 1992). Dans l’hippocampe, le NO synthétisé par les
neurones post-synaptiques établit une communication rétrograde qui est
impliquée dans l’établissement de la LTP (Haley et al., 1992; Malen and
Chapman, 1997; Wilson et al., 1997). Au niveau du cervelet, le NO a
toute l’allure d’un neurotransmetteur alors qu’il participe de façon
antérograde à l’induction de la LTD (Lev-Ram et al., 1995; Lev-Ram et
al., 1997; Calabresi et al., 1999).
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4.1. Synthèse du NO
La NO-synthase (NOS) est l’enzyme responsable de la synthèse
du NO. La structure de cette enzyme possède une grande homologie
avec la réductase du cytochrome P-450 (figure 10 et Bredt et al., 1991).
La NOS produit, à partir de l’arginine, du NO et de la citrulline (Figure
11). La citmlline est produite de façon stoechiométrique avec le NO eta
souvent été utilisée pour localiser la production de son compagnon de
synthèse instable (Gammie et al., 2000; Kumar et al., 2001). La
formation de NO est une activité enzymatique de réduction et nécessite
l’aide de nombreux co-facteurs donneurs d’électrons comme le fMN,
FAD et le NADPH.
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CaM fFMNf FADf NADPHf iNOS
Figure 10. Schémas structuraux des différentes isoformes de NOS et de la réductase
du cytochrome P-450 (CPR).
Le côté N-terminal des différentes enzymes est présenté à gauche. Notez la
ressemblance de la partie catalytique du CPR avec la partie C-terminale des différentes
NOS. L’isoforme neuronale est la plus grande, possédant une portion unique (PDZ)
responsable des interactions de cette isoforme avec les protéines structurales
neuronales. Adapté de Bredt and Snyder (1992) et de Brenman and Bredt (1997).
Sites de liaisons: CaM: calmoduline, FMN : flavine adénine mononucléotide, FAD:






Figure 11. Schéma de la réaction enzymatique de la NOS.
Le substrat enzymatique est l’acide aminé arginine et les produits de la réaction sont le
NO et la citnilline.
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L’activité enzymatique de la NOS est régulée via de nombreux
sites de phosphorylation (PKA, PKC et CaM kinase, Bredt et al., 1992).
Cette pluralité de sites pourrait permettre une régulation fine de la
production de NO par les différents systèmes de second messagers
(AMPc et Ca2, Bredt et al., 1992). Par exemple, la phosphorylation de
la NOS par la PKC entraîne une chute de plus de 70 % de son activité
enzymatique (Bredt et al., 1992).
4.1.1. LES DIfF1RENTES ISOFORMES DE NOS
Il existe 3 isoformes de NO-synthase (figure 10). Les NOS
endothéliales et neuronales sont des isoformes consimtives. On les
détermine ainsi puisque leur protéine est exprimée de façon tonique dans
le cytoplasme. De plus, l’activité enzymatique de ces deux enzymes
requiert la présence de calcium. La troisième isoforme, la NOS
immunologique, est une isoforme dont l’expression protéinique est
régulée par des facteurs immunologiques. Cette enzyme n’est donc
exprimée que de façon ponctuelle, en réponse à des facteurs
environnementaux. Les différentes isoformes sont présentées avec plus
de détails dans les sous-sections suivantes.
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4.1.1.1. Les isoformes constitutives: la eNOS
La eNOS est l’isoforme endothéliale. Comme son nom l’indique,
cette enzyme se retrouve concentrée dans les cellules endothéliales des
vaisseaux sanguins. Le NO produit par les cellules endothéliales est le
fameux EDRF (Endothelial-Derived Retaxing Factor) qui, en diffusant
jusqu’aux cellules musculaires lisses, provoque une relaxation de celles-ci
(Griffith et aL, 1984; Palmer et al., 1987). L’activité enzymatique de la
eNOS est donc capitale dans la physiologie vasculaire. La distribution
de cette isoforme ne se limite pas qu’aux cellules endothéliales, indiquant
qu’elle pourrait être impliquée dans davantage de phénomènes
physiologiques. En effet, la eNOS se retrouve chez les neurones
hippocampiques (Dinerman et al., 1994) de même que chez les
astrocytes ÇWiencken and Casagrande, 1999) et son activité enzymatique
a été impliquée dans des phénomènes purement neuronaux comme la
LTP (Wilson et al., 1997).
4.1.1.2. Les isoformes constitutives. la nNOS
La nNOS est l’isoforme neuronale. Elle est, bien sûr, abondante
dans le système nerveux mais se retrouve aussi dans d’autres tissus dont
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les tissus musculaires squelettiques (Yang et al., 1997). La nNOS est
l’isoforme la pius imposante et est la seule à posséder une région propre
à des interactions protéines-protéines de type PDZ. La nNOS se lie aux
protéines PSD-93 (Brenman et al., 1996a) et PSD-95 (Brenman et al.,
1996b), des protéines post-synaptiques d’ancrage qui ciblent l’expression
de protéines à la membrane post-synaptique. Par exemple, la PSD-95
augmente l’efficacité de la voie de signalisation du NO en ciblant la
nNOS aux côtés des récepteurs NMDA, récepteurs-canaux perméables
aux ions calciques (Brenman and Bredt, 1997).
Il a été récemment découvert que la nNOS faisait l’objet d’épissage
alternatif, la nNOSa étant la forme initialement clonée et la plus
répandue. A ce jour, quatre formes d’épissage alternatif de la NOS ont
été observées (nNOS , , et j’, Eliasson et al., 1997; Wang et al., 1999;
Putzke et al., 2000). L’épissage alternatif de la nNOS affecte à la fois sa
localisation subcellulaire, sa localisation anatomique et son activité
enzymatique. Au niveau de la localisation subcellulaire, les formes
d’épissage alternatif f3 et y ne possèdent pas de région PDZ et se
retrouvent dans le cytoplasme plutôt que liées à la membrane plasmique
(Eliasson et al., 1997). De plus, la nNOS’y jouit d’une distribution
anatomique assez restreinte, confinée au bulbe olfactif et au cervelet
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(Putzke et al., 2000). Au niveau de leur activité enzymatique, la nNOS
possède une activité enzymatique comparable à la nNOSa alors que la
nNOSy ne possède qu’une très faible activité enzymatique, à peine
détectable par immunohistochimie (Eliasson et al., 1997). Jjisoforme
nNOSpa est spécifique à la jonction neuromusculaire et sera présentée
pius loin (4.3.1 Localisation des NOS à la JNM).
4.1.1.3. L ‘isoforme inductibÏe: iNOS
La iNOS est une enzyme dont le niveau d’expression est régulé au
niveau transcriptionnel par les interleukines et autres agents
immunogènes (Busse and Mulsch, 1990; Hauschildt et al., 1990;
Eizirik et al., 1992; Okuda et al., 1997). La grande majorité des
cellules ont la possibilité d’exprimer la iNOS. La iNOS est la seule
isoforme capable de produire du NO de façon Ca2-indépédendante
(Hauschildt et al., 1990). Dans la réponse immunitaire, le NO produit,
en quantité importante par la iNOS, a des effets hautement toxiques en
s’associant aux radicaux libres des cellules cibles, formant des
peroxinitrites (ONOO) qui causeront des dommages cellulaires. Bien
qu’initialement identifiée comme unique, plusieurs variantes de cette
enzyme existent. Par exemple, la sequence de la iNOS du neutrophile
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diffère de celle présente dans les macrophages (Yui et aL, 1991a; Yui et
al., 19915). Tout comme la nNOS, la iNOS présente donc elle aussi
des variantes qui, tout en ne différant pas grandement en efficacité
catalytique, permettent la régulation de cette enzyme dc façon adaptée
selon les cellules dans lesquelles elle est exprimée.
4.2. Mécanismes d’action du NO
4.2.1. ACTIVATION DE LA GUANYLATE CYCLASE
Le mécanisme d’action du NO le plus répandu et le plus connu est
l’activation d’une guanylate cyclase de type soluble (Schmidt et al.,
1993). Le NO active cette enzyme en se fixant à son groupe hème.
Dans cette voie de signalisation, les effets du NO sont donc ensuite
médiés par le GMPc, un important second messager. Plusieurs branches
de signalisations peuvent être empruntées par le GMPc. Par example, le
GMPc pourra activer des protéines kinases dépendantes du GMPc
(Smolenski et al., 199$) et entraîner la phosphorylation de certaines
protéines. La phosphorylation est un moyen important pour activer ou
inhiber l’activité enzymatique d’une protéine ou pour perturber ces
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interactions protéines-protéines. Le GMPc peut aussi directement
activer des conductances ioniques (Kaupp, 1991). En effet, il existe de
nombreux canaux qui sont sous le contrôle des nucléotides cycliques.
L’activation de telles conductances pourrait influencer l’excitabilité
neuronale. Finalement, le GMPc pourrait moduler d’autres voies de
signalisation comme celle dépendante de l’AMPc en activant des
phosphodiestérases (Doerner and Alger, 198$; MacFarland et al.,
1991). Ces phosphodiestérases peuvent faire chuter de façon dramatique
les niveaux d’AMPc et peuvent ainsi réguler une voie de signalisation
complète.
4.2.2. MoDIFIcATIoNs POST-TRADUCTIONNELLES DE
PROTÉINES
Les autres mécanismes d’action du NO résultent de modifications
post-transcriptionnelles de protéines. Ces modifications post
transcriptionnelles résultent de trois mécanismes principaux : la
nitrosylation, l’ADP-ribosylation et la conjugaison en acides gras.
Le NO est une molécule très réactive qui peut s’attacher
directement à certaines protéines sur leurs résidus thiol, tyrosine ou
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cystéine. C’est le mécanisme de nitrosylation (Stamier, 1994). La
nitrosylation d’une protéine pourrait empêcher l’établissement
d’interactions protéines-protéines.
Le NO peut aussi activer des mono(ADP)-ribosyltransférases, des
enzymes qui ajoutent des résidus ADP sur certains acides aminés (surtout
la cystéine) (Duman et aL, 1991). Dans le système nerveux, les
principales cibles d’ADP-ribosylation sont des protéines G (Duman et
al., 1991). Dans l’hippocampe, il a été montré que l’implication du NO
dans la LTP pourrait être expliquée par de tels changements post
transcriptionnels (Duman et al., 1993).
Une troisième modification post-transcriptionnelle régulée par le
NO est la conjugaison de protéines à des acides gras, le plus souvent des
palmitates (Hess et al., 1993; Adam et al., 1999). La palmitoylation de
certaines protéines est essentielle à leur fonction. C’est notamment le cas
des récepteurs 1 adrénergiques et de certaines protéines G (Adam et al.,
1999). Il a été suggéré que le NO puisse diminuer la palmitoylation de
protéines en inhibant les enzymes responsables de ces modifications
post-transcriptionnelles ou par un mécanisme indirect, découlant d’une
nitrosylation (Adam et al., 1999). Par contre, il a été montré récemment
chez le rat qu’une diminution des niveaux d’ATP serait à l’origine des
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effets du NO sur la palmitoylation de protéines myéliniques (Bizzozero
et al., 2001).
4.3. LeNOà1aJNM
Après avoir brossé un tableau sommaire des NOS et des
mécanismes d’action du NO, la section qui suit se concentrera sur la
distribution de la NOS à la jonction neuromusculaire ainsi que sur les
effets du NO à cette synapse.
4.3.1. LOCALISATION DES NOS À LAJNM
La distribution de la NOS à la jonction neuromusculaire a fait
l’objet de plusieurs études (Kusner and Kaminski, 1996; Chao et al.,
1997; Yang et aL, 1997; Descarries et aL, 199$; Ribera et al., 199$).
Outre la présence de eNOS dans les vaisseaux sanguins irriguant nerfs et
muscles, l’isoforme neuronale est prédominante à cette synapse. Dans les
fibres musculaires de souris, on note une forte concentration de la nNOS
au niveau des plaques motrices et aussi au niveau des fuseaux
neuromusculaires (Chao et al., 1997). La jonction neuromusculaire
80
affiche une nNOS qui lui est spécifique la nNOS-ji (Silvagno et al.,
1996; Laine and de Montellano, 1998; Lin et al., 1998). Cette sous
isoforme est allongée de 34 acides aminés tout juste devant la partie
catalytique C-terminale. Cependant, l1efficacité enzymatique de la
nNOS1.i ne diffère pas de l’isoforme nNOSa (Silvagno et al., 1996). Par
contre, il a été observé que la nNOSFi utilisait deux fois moins de
NADPH pour mener à bien sa production de NO (Laine and de
Montellano, 1998). De plus, la nNOS1.i possède une demi-vie
cytoplasmique quatre fois plus longue que la nNOSa (50 min vs 12 mm,
Laine and de Montellano, 1998).
La nNOSi est conentrée à la plaque motrice par sa liaison au
complexe dystrophique via une protéine adaptatrice nommée a
syntrophine (Brenman et al., 1995; Miyagoe-Suzuki and Takeda, 2001).
Le complexe dystrophique est une structure associant une foule de
protéines à la dystrophine, une protéine structurale importante pour la
physiologie musculaire (Brown, 1997). L’attachement de la NOS à ce
complexe semble être un facteur important régulant la demi-vie de cette
protéine puisque la NOS est complètement absente des fibres
musculaires dans le cas des dystrophies musculaires de Duchenne et de
Becker (Brenman et al., 1995; Chao et al., 1996).
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On retrouve une NOS de type neuronale à la JNM d’amphibien
(Descarries et al., 199$; Ribera et al., 1998). Dans leur étude
comparative menée aux JNMs de rat, de l’organe électrique de la torpille
ainsi que de grenouille, Ribera et al. signalent que la nNOS est
concentrée au niveau des terminaisons nerveuses et des plaques motrices
musculaires (Ribera et al., 1998). Des travaux menés dans notre
laboratoire indiquent que la nNOS serait plutôt concentrée dans les
CSPs et que son expression était régulée par l’activité synaptique
(Descarries et al., 199$). De nombreuses variables peuvent expliquer
cette différence de résultats. Tout d’abord Ribera et al. ont effectué leur
étude sur une espèce de grenouille et sur un muscle différent (Rana
temoraria, muscles des jambes). De plus, ils ont eu beaucoup de
difficulté à obtenir des marquages immunologiques lors de la fixation des
tissus (Ribera et al., 199$). finalement, leur anticorps a été dressé
contre une NOS de lapin et son affinité pour les tissus de grenouille n’a
pas été testée par un western blot.
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4.3.2. EFFETS DU NO À LAJNM
4.3.2.1. Rôle du NO dans la formation des synapses
à ÏaJNM zmn2ature
A la jonction neuromusculaire immature, le NO joue un rôle
crucial dans la formation des synapses. Il est un agent qui favorise la
fusion des myocytes afin qu’ils forment les premiers myotubes ou fibres
musculaires (Lee et al., 1994). Le NO peut par contre brutalement
inhiber l’avancement des cônes de croissance (Hess et al., 1993). Une
fois le contact établi entre les axones et les fibres musculaires, le NO
participe à l’élimination “ Hebbienne “ des synapses, en réduisant la
relâche de neurotransmetteurs au niveau des synapses qui montrent une
asynchronicité entre les éléments pré- et postsynaptiques (‘Wang et al.,
1995).
4.3.2.2. Effits du NO à 1aJNM mature
À la jonction neuromusculaire mature, le NO joue un rôle
métabolique important. Il a été montré que le NO était un facteur
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trophique qui augmentait l’incorporation de sucres dans les fibres
musculaires et qui favorisait la glycolyse (Young et aL, 1997). De plus,
le NO produit lors d’exercice musculaire participerait à la régulation de
l’apport sanguin musculaire (Bredt, 199$).
A la JNM du rat, le NO cause une relaxation des muscles
squelettiques et diminue la force contractile développée par ceux-ci
(Kobzik et al., 1994). Cet effet serait causé par des mécanismes à la fois
dépendants et indépendants du GMPc (Kobzik et aL, 1994). Toutefois,
les mécanismes et sites d’action du NO responsables de cet effet ne sont
pas connus. Il est peu probable que les effets relaxants du NO sur les
muscles squelettiques soient le résultat d’une élévation de GMPc
musculaire puique le GMPc augmente la force de contraction musculaire
(Mancineffi et al., 19$3).
Plutôt que de moduler la physiologie musculaire, le NO pourrait
moduler la transmission synaptique à la JNM. En effet, l’utilisation de
substances libérant du NO a montré que le NO avait des effets sur la
transmission synaptique (Lindgren and Laird, 1994). L’administration
de donneur de NO a réduit d’environ 50 % l’amplitude des PPMs. Une
analyse quantique a montré que ces effets étaient présynaptiques
(Lindgren and Laird, 1994). Lors d’une expérience faisant appel à
$4
l’hémoglobine, une protéine liant le NO, Lindgren et Laird ont observé
une légère augmentation des PPMs, suggérant l’existence d’une
régulation de la transmission synaptique par une production endogène de
NO.
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5. BUT DE L’ÉTUDE
La dépression synaptique est le phénomène de plasticité synaptique
le plus important à la jonction neuromusculaire. On observe deux types
de dépression synaptique à la jonction neuromusculaire la dépression
induite par l’adénosine et la dépression induite par la fréquence de
stimulation.
La dépression induite par l’adénosine a été étudiée à la jonction
neuromusculaire et impliquerait un récepteur purinergique de type A1.
Les terminaisons nerveuses de la jonction neuromusculaire possèdent des
canaux calciqùes pouvant être modulés par ce récepteur. Un des buts de
cette étude était donc de vérifier les effets de l’adénosine sur les variations
calciques des terminaisons nerveuses.
La dépression induite par la fréquence de stimulation est une autre
forme de dépression synaptique à la jonction neuromusculaire. Ce
phénomène, observé depuis des décennies, a fait l’objet de nombreuses
expérimentations et d’études de modélisation. Cette forme de dépression
a été attribuée à des changements dans la probabilité de relâche, dans la
quantité de neurotransmetteurs disponibles ou même d’une combinaison
$6
de ces deux facteurs. Malgré l’utilité des modèles à décrire les
différentes données observées, ces modèles ne fournissent pas de
mécanismes moléculaires ou cellulaires pour expliquer cet important
phénomène de plasticité. Dans cette optique, le NO est apparu comme
une molécule potentielle qui pourrait participer dans cette forme de
dépression. Tout d’abord, le NO est un neuromodulateur très important
dans le système nerveux central. Ensuite, l’enzyme de synthèse du NO
était présente à la jonction neuromusculaire, aux abords de la synapse.
Pourtant les effets, les mécanismes d’action et finalement les
conséquences d’une production endogène de NO à la JNM étaient
totalement inconnus. Finalement, l’implication du NO dans les
phénomènes de plasticité à court terme qu’affiche la jonction
neuromusculaire était aussi inconnue.
Un autre but de cette étude était donc de mettre en évidence une
production endogène de NO à la JNM, de caractériser ses effets et de
déterminer ses mécanismes d’action. Finalement, cette étude avait pour
but de mettre en évidence l’implication du NO dans les phénomènes de
plasticité synaptiques à court terme de la JNM, en portant une attention
particulière à la dépression synaptique.
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6. INTRODUCTION
Dans le système nerveux central, l’adénosine est un important
neuromodulateur de la transmission synaptique (Dunwiddie and Masino,
2001). Son action inhibitrice dans la dépression synaptique résulte de
l’inhibition des courants calciques générés par des canaux calciques de
type N ou L (filippov et al., 2000; Kulick and von Kugelgen, 2002). À
la jonction neuromusculaire, l’adénosine cause aussi une dépression
synaptique et des canaux calciques de type N sont présents au niveau des
terminaisons nerveuses (Robitaille et al., 1990). L’action inhibitrice de
l’adénosine sur la relâche de neurotransmetteurs pourrait donc résulter
d’une baisse dans l’entrée de Ca2 dans les terminaisons nerveuses.
Pourtant, certaines études suggèrent que la dépression synaptique induite
par l’adénosine à la jonction neuromusculaire serait indépendante de
changements calciques (Redman and Silinsky, 1994).
Le but de cette étude était donc de déterminer les effets de
l’adénosine sur l’entrée et la gestion du Ca2 dans les terminaisons
nerveuse de la jonction neuromusculaire. Pour ce faire, les
concentrations calciques des terminaisons nerveuses ont été estimées à
l’aide d’indicateurs calciques fluorescents en microscopie confocale.
$9
Dans cette étude nous montrons que la dépression synaptique, que
ce soit celle induite par l’adénosine ou par la fréquence de stimulation, se
manifeste de façon indépendante au Ca2 à la jonction neuromusculaire.
L’article qui suit a été écrit par mon directeur de recherche, le Dr
Richard Robitaille et contient des données qui ont été accumulées, en
partie, alors que celui-ci travaillait dans le laboratoire du Dr Milton P
Charlton. Ma contribution à cet article s’est limitée à fournir les
données de la figure 1D et à avoir mesuré la fluorescence de base des
terminaisons nerveuses lors d’une chélation de calcium extracellulaire
prolongée. Ces données permettaient de confirmer la sensibilité de
l’équipement expérimental qui a été utilisé.
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ABSTRACT
This study aimed to test whether newe-evoked and adcnosine-induced synaptic
depression are due to reduction in Ca2” entiy in newe terminais of the frog
neuromuscular junction. Newe terminais were loaded with the fluorescent Ca2
indicator fluo 3 (fluo 3-AM) or loaded with dextran-coupled Ca2 green-1 transported
from the cut end of the newe. Adenosine (10—50 F.JVI) did not change the resting level
of Ca2 in the presynaptic terminal, whereas it induced large Ca2 responses in
perisynaptic Schwann ceils, indicating that adenosine was active and might have
induced changes in the level of Ca2 in the nerve terminal. Ca2 responses in neive
terminais could lie induced by neive stimulation (0.5 or 100 Hz for 100 ms) over
several hours. In the presence ofadenosine (10 1iM), the size and duration ofthe nerve
evoked Ca2 responses were unchanged. When extraceflular Ca2 concentration was
lowered to roduce the same reduction in transmitter release as the application of
adenosine, Ca2 responses induced by nenre stimulations were reduced by 40%. Tins
indicates that changes in Ca2 responsible for the decrease in release should have been
detected if the mechanism of adenosine depression involved partial block of Ca2”
influx. Ca2 responses evoked by prolonged bigh frequency trains of stimuli (50 Hz for
10 or 30 s), winch caused profound depression of transmitter release, were sustained
during the whole duration of the stimulation, and adenosine had no effect on these
responses. These data indicate that neither adenosine induced synaptic depression nor
stimulation-induced synaptic depression are caused by reductions in Ca2” entry into the
presynaptic terminai in the frog neuromuscular junction.
Key words: adenosine, Ca2”, nerve terminal, transmitter release, synaptic depression.
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Modulation of transmitter release is an important phenomenon at synapses of
the central and peripheral newous systems (Wu and Saggau 1997). One mechanism by
whicli this is achieved involves the activation of presynaptic receptors for various
neurotransmitters and neuromodulators. Among others, the adenosine-induced
depression of transmitter release at synapses of central and peripheral nervous systems
is well established.
In the central newous system, adenosine lias been shown to reduce the release of
transmitters by reducing N-type and L-type Ca2 currents (Mynlieff and Beam 1994;
Umemiya and Berger 1994; Wu and Saggau 1994; Mei et al. 1996). The modulation
of Ca2 currents by adenosine involves a pertussis toxin (PIX) sensitive GTP-binding
protein (G-protein) (Schoiz and MiMer 1992; Mynlieff and Beam 1994; Mei et al.
1996).
Adenosine also causes depression of transmitter release in the peripheral nervous
system. One system in which sucli an effect is well characterized is the mammalian and
amphibian neuromuscular junction (nmj) (Ginsborg and Hirst 1971; Silinsky 1975,
1980; Branisteanu et al. 1989; Bariy 1990; Meriney and Grinneil 1991). It was
reported that adenosine reduces spontaneous and evoked transmitter release by
activating a presynaptic Al receptor (Sanger Redman and SUinslqr 1993; Redman and
SUinsky 1994) and that the effects require the activation of a PTX-sensitive G-protein
and the production of cA]\4P (Ginsborg and Hirst 1971; SUinsky 1984; Silinsky et al.
1989; Hfrsh et al. 1990; Robitaille et al. 1997). Redman and Si]insky (1994) showed
that presynaptic depression obsenred at a low rate of transmitter release is caused by the
activation ofAl adenosine receptor at the nmj.
(D
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However, although there are many similarities between the action of adenosine
at central synapses and at nmj’s, there is a discrepancy as to whether adenosine
modulates Ca2 channels at the nmj. Indeed, Silinsky and Solsona (1992) reported that
Ca2 currents recorded using loose patch or perineural recordings were unaffected by
adenosine. In addition, there is indirect evidence that adenosine does flot affect the
intracellular levels ofCa2 at the nmj; increasing intracellular Ca2* buffering capacity of
the nerve terminal with exogenous buffers does not prevent the effects of adenosine
(Hunt et al. 1994). These observations suggest that adenosine does flot reduce
transmitter release by affecting Ca2 channels and Ca2 entiy at the frog nmj. This is
surprising since Ca2 channels at the frog nmj are beieved to be of the N-type (Kerr
and Yoshikami 1984; Robitaille et al. 1990, 1993, 1996; Cohen et al. 1991), a type
known to be modulated by adenosine. The identity of the channels at the nrnj was
inferred by the blockade oftransmitter release by die toxin w-conotoxin GVJA.
In the present study we asked whether Ca2 signaling was altered by adenosine.
Ca2 transients were imaged in the frog nerve terminal and transmitter release was
recorded. We report here that adenosine does not affect transmitter release by reducing
the basal level of Ca2 nor does it reduce the ently of Ca2 induced by nenre
stimulations. Hence, unlike synapses in the central newous system, adenosine effects at
the nmj must only occur at a step following Ca2 entry in the nen’e terminal.
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MATERIAL AND METHODS
Experiments were performed on nmj’s of cutaneus pectoris muscles of Rana
pipiens frogs (5 to 7 cm body length; Wards, Saint Catharines, Ont., and Connecticut
Valley Biological Supply, Southampton, Mass.). Animais were double pithed, and
nenrc—muscle preparations were dissected and mounted in a rccording chamber fifled
wi± Ringer solution (in mM: NaC1, 120; KC1, 2; NaHCO3, 1; CaC17, 1.8; and
Hepes, 5.0 or 15.0, pH adjusted to 7.2 with NaOH). Tins procedure was authorized h’
the Animal Care Committee of the Université de Montréal and conformed with the
Canadian Coundil on Animal Care guidelines.
Loading nerve terminais of ftog nmj’s
The presynaptic nenre terminais were loaded using two techniques. First, nerve—
muscle preparations were incubated for 15 to 30 min in a cold physiological solution
(between 13 and 16’C) containing 10 !iM fluo 3-AM (Molecular Probes, Eugene,
Oreg.) and 0.02% (w/v) pluronic acid (Molecular Probes) with a final concentration of
1.1% dimethyl sulfoxide. The loading was done under these temperature conditions to
prevent die loading of perisynaptic Schwann ceils (PSCs) (Jahromi et aI. 1992). This
allowed us to specifically study the Ca2 responses from the presynaptic newe terminal
without anv interference from the PSCs that cover the nerve terminais. Tins is
important since PSCs possess Al adenosine receptors (Rohitaffle 1995), winch when
activated, produce an elevation of intracellular Ca2, thus interfering with the detection
ofthe Ca2 signais from the underlying presynaptic nenre terminais.
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Several controls were performed to confirm that PSCs were not Ïoaded using
this protocol. First, no PSC somata were obsewcd using tins loading protocol (see Fig.
4 of Robitaffle and Charlton 1992). Second, none of the agonists known to induce
Ca2” responses in PSCs (muscarine, ATP, adenosine) had any effect on the
fluorescence level when applied either locally with a micropipette or in the bath.
Finally, application of the Ca2” ionophore Br-A23 187 did not reveal any changes in the
ce11 body ofPSCs.
for die second loading procedure, frogs were double pithed and put into a
dissecting dish, and a small cut in the skin covering the innervation of cutaneus pectoris
muscle was made. The pectoralis proprius nenre was cut near the ulnar nenre and
cleared away up to the blood vessels irrigating the cutaneus pectoris muscle. The cut
end of the nerve was then put on a skin flap and rinsed thoroughly with Mg2 Ringer.
The nerve was cut again, and ciystals of Ca2 green-1 dextran (molecular weight 3000,
Molecular Probes) were applied on the cut end of die nenre. The preparation was kept
in the dark at room temperature for 12 h. The muscles were dieu dissected and pinned
into a recording chamber.
Imaging changes of Ca2 in presynaptic nerve terminais
Changes in intraceflular Ca2 of surface presynaptic nerve terminais
detected using a Bio-Rad 600 confocal microscope equipped with an argon ion laser.
The 4$8-nm lime of the laser was attenuated to 1% using neutral dcnsity filters, and
emitted fluorescence was detected through a low pass filter with cutoff at 515 nm. The
endplates were located using standard phase microscopy (Georgiou et aI. 1994), and
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changes in fluorescence intensity were obsewed on surface nmj’s, using a 40 x water
immersion objective (Zeiss; 0.75 NA or Olympus 0.75 NA). When monitoring
changes in resting fluorescence of the newe terminais, averages of five images (256
384 pixels) were collected eveiy 20 s. For experiments involving prolonged stimulations
of the motor newe (several seconds), images (12$ x 192 pixels) were collected eveiy
645 ms before, during, and after motor nenre stimulations. Images are colour coded so
that blue corresponds to low levels of fluorescence and Ca2 concentration and red to
high leveL
The fluorescence intensity (P) was avcraged over ail ffie branches of the nenre
terminais since no differences were obsewed in the responses betvveen branches of a
given nenre terminai. Changes in fluorescence were expressed as %AF/f (F —
Frest)/frestx 100.
The une-scan mode of the confocal was used for faster measurements of
changes in intracellular Ca2. Branches of nmj’s were obsewed at zoom factor 6, and
the position for une scanning was determined. Changes in intracellular Ca2” were then
monitored over a period of 1024 ms at intenrals of 2 ms. The preparations were
stimulated at 0.5 Hz for 1 s or by short trains of 10 pulses (100 ms at 100 Hz). At
lower frequencies, 6 to 10 consecutive linescan triais were averaged to improve the
signal to noise ratio.
In some experiments, 5 mlvi Mg2 was added to the normai Ringer solution
containing extraceilular 1.8 mM Ca2. Also, in other separate experiments, Ca2 ions
were rcplaced by Mg2 ions, and extracellular Ca2 was chelated with EGTA (1—4
mM). The pH ofthe solution was adjusted to 7.2 with NaOH.
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Ca imaging ofPSCs
Imaging of changes in intracellular Ca2 in PSCs was performed as described
before (Jahromi et al. 1992; Georgiou et al. 1994; Robitaifle 1995; Robitaille et al.
1996, 1997). Muscles were incubated with membrane permeant fluo 3-AM
(MoÏecular Probes), which when de-esterffied and trapped inside the ceil, increases
fluorescence upon binding to Ca2. Fluo 3-AIVI (10 1iM) solutions were prepared in
normal ftog Ringer containing a final concentration of 1.1% v/v of dimethyl sulfoxide
and 0.02% (w/v) pluronic acid (Molecular Probes). Muscles were incubated for 90 to
120 min at room temperature (1$ to 20°C). Heavy metals were partiafly chelated with
tetralds(2-pyridylmethyl)e±ylenediamine (TPEN, 20 mM) (Molecular Probes)
(Arsian et al. 1985) added to perfusion saline.
Averages of five images (256 x 384 pixels) were collected before and 2.5 s after
local application of drugs. Colour images are coded so that red corresponds to the
maximal pixel intensity (255) and blue to the minimal intensity (0). The fluorescence
intensity (F) was averaged over the ceil body area of the PSCs at rest (before any
agonist application) and at the peak ofthe Ca2 response.
Stock solution of adenosine (10 mM) was prepared in H2° and stored at —
20°C. For local applications, a micropipette (tip diameter 1 to 2 mm) containing
adenosine (20 tM in Ringer solution) was positioned near PSC ceil bodies under
microscope control and the agonist was ejected by pressure pulses (10 psi (1 psi = 6.895
kPa), pulse duration of 1 s) applied to the micropipette. For eveiy ceil used in this
study, a similar pressure application of control solution (bath solution containing no
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agonist) was initiafly performed to cnsure that no response to mechanical stimulus
alone was obsewed.
Recording of transmitter release
Experiments were performed at room temperature in a physiological solution
that contained 4 mg/mL d-mbocurarine chloride added to reduce endplate potentiais
to subtbreshold amplitude. Synaptic transmission was monitored by intracellular
recordings in the muscle fiber, using glass microelectrodes filled with 1 M KcÏ (10—15
MQ resistance). Transmitter release was evoked by suprathreshold stimulation of the
motor nenre at 0.2 Hz. Responses were digitized (10 kHz) with an LM-12
analogue/digital board (Dagan) and acquired using the program Tomahacq design by
T.A. Goldthorpe (University of Toronto). In a few experiments in which recordings
were performed simultaneously with confocal imaging, synaptic responses were
averaged in groups of four by pCLAMP (Axon Instruments, Poster Citv, Calif.),
which was used also to synchronize the acquisition of the lime-scan profile by the
confocal and the electrophysiological recordings. Transmitter release was assayed by
measuring newe-evoked endplate potentials (EPPs).
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RESULTS
Effects of adenosine on resting level of Ca2
We first tested the possibility that adenosine reduced the resting level of Ca2+
since it was shown that adenosine reduced the frequency of the miniature endplate
potentials (MEPPs) at the ftog nmj possibly by reducing the resting level of Ca2
(Siinsky and Solsona 1992). Presynaptic newe terminais were loaded by backifihing
with Ca2—green—dextran (IV[W 3000) and obsenred with the confocal microscope.
Figure lA ifiustrates such an nmj at rest (no stimulation) and 15 min after bath
application of adenosine (10 jiM). No changes in the resting level of fluorescence were
obsenred in the six nmj’s studied (Fig. lB), as the average fluorescence was 29.5 ± 2.4
(pixel intensity) at rest and 29.8 ± 2.8 in the presence ofadenosine (p > 0.05, paired t-
test).
Two control experiments were performed to ensure that changes in resting
fluorescence could have been detected with the technique employed. First, changes in
resting levels of Ca2” were monitored in the presence of an increased extracellular
concentration of K+, which should produce an increase in the resting level of
fluorescence. As shown in Fig. 1C, application of 30 mM KCÏ induced an increase in
the resting fluorescence by 24 ± 13% from control, indicating that we were able to
detect changes in resting fluorescence. These changes are quite small in comparison
with changes of fluorescence induced by a 40-Hz train of stimuli (30 s) (Fig. 1C,
stim), indicating that the technique is sensitive enough to detect the changes in the
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resting lcvel of fluorescence in the presynaptic terminal. Second, we tcstcd die ability to
detect a decrease in resting level of fluorescence by reducing die concentration of
extracellular Ca2 so that die electrochemical gradient would be reversed and Ca2
would tend to leave die nenre terminal. Tins was achieved by using a physiological
solution in winch Ca2 ions were replaccd by 5 mM Mg2 and 1—4 mM EGTA was
added. Resting fluorescence was first measured over a period of 5 to 10 min before the
Mg2”—EGTA solution was perfused. High frequency stimulations (50 Hz, 30 s)
induced a reduction in die resting level, possibly due to the exit of Ca2 ions from the
nenre terminal toward die extracellular milieu through die opened Ca2 channels (fig.
1D) (Emikar et al. 197$). These observations indicate that changes in resting levels of
fluorescence can be obsewed and that adenosine effects should have been detected.
Adenosine induces Ca2” responses in PSCs
The effectiveness of adenosine to induce changes in Ca2 level was evaluated by
testing its ability to induce Ca2” responses in PSCs (Robitaifle 1995; Robitaffle et al.
1997). After loading PSCs widi fluo 3-AIVI, adenosine was locally applied with a
micropipette, and changes in fluorescence were monitored with the confocal
microscope. As shown in Fig. 2, die same adenosine solution (10 1M) that failed to
change the resting fluorescence in die nenre terminal shown in Fig. 1 induced Ca2”
responses in two PSCs when applied locafly. Tins confirms the efficacy of adenosine in
inducing changes in intracellular Ca2. Adenosine induces die release of Ca2 from
internai stores at PSCs, stressing die fact that adenosine modulates PSCs at die frog
nmj and that tins modulation may interfere with the activity of the synapse (Robitaille
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199$).
Adenosine effects on nerve-evoked Ca2 entiy in presynaptic newe terminais
The effects of adenosine on Ca2 entiy in presynaptic terminais were tested
using the lime-scan mode of the confocal microscope. A typical experiment is
illustrated in Fig. 3, where a lime scan of an nmj is shown. Ca entiy induced by a
single action potential evoked by nenre stimulation could be reliabÏy detected for several
hours on the same nmj. Hence, we used this approach to evaluate the effects of
adenosine on the entry of Ca2 in the presynaptic nenre terminais.
Bath application of adenosine (10 tM) had no effect on Ca entiy induced by
single stimulations (Fig. 4A) or a brief train of stimuli (100 Hz, 100 ms) (fig. 4B).
These resuits indicate that adenosine did mot affect the nen’e-evoked entry of Ca2” in
the presynaptic nerve terminais and, hence, indicate that the reduction in transmitter
release by adenosine is not caused by a reduction in Ca2” entiy.
Two series of experiments were performed to confirm that the method was
sensitive enough to detect changes in Ca2 entiy induced by adenosine. First, the effects
of adenosine on tramsmitter release were mimicked by changes in the extracellular Ca2
and Mg2* concentrations. This should allow us to determine whether a reduction in
Ca2 entiy that mimics the reduction in transmitter release obtained with adenosine can
be detected. As shown in Fig. SA, reduction in transmitter release by adenosine (10
iM) in normai Ringer was mimicked by adding 5 mM Mg2 to the saline. Hence, one
predict that similar changes in Ca2” entiy should be obsenred whether adenosine or
the modffied Mg2 Ringer is applied. However, as shown in Fig. 5B, application of
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adenosine liad no effect on the cntry of Ca2 induced by a brief train of stimuli (100
Hz, 100 ms), whereas the modffied Mg2 Ringer reduced Ca2” entry by 40%. Similar
resuits were obtained when the experiments were first performed in the presence of the
Ringer with added Mg2 (Fig. 5C). These resuits indicate that a reduction in Ca2” entiy
that produces a similar reduction in transmitter release as adenosine was detected and
reinforce the idea that adenosine does flot reduce transmitter relcase by reducing Ca2
ently.
In the second series of experiments, the effects of adenosine on transmitter
release were monitored in parallel with its effect on Ca2 ently and compared with the
effects of the modified Mg2* Ringer. The resuits of an experiment are illustrated in
Fig. 5D. The Ca2 response evoked by a single action potential (top row) was flot
affected by the presence of adenosine (10 1iM), but the postsynaptic response was
reduced by 60%. On the saie nmj, replacing die normal saline solution with the
modified Mg2 Ringer induced a reduction in boffi the entiy of Ca2* and in the release
of neurotransmitter. Thus, these resuits indicate that die reduction of transmitter
release by adenosine at the frog nmj is not due to a reduction in Ca2 entry.
Synaptic depression is not caused by a reduction in Ca2” entiy
‘Ne next tested whether a reduction in Ca2 entiy is associated with synaptic
depression caused by high release rates. Newe terminais were stimulated using
paradigms known to induce synaptic depression, and Ca2 entry induced by such
stimulation was monitored using the confocal microscope. As shown in Fig. 6, Ca2
enny induced by prolonged and intense newe stimulation (50 Hz for 10 or 30 s) was
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sustained and persisted throughout the duration of the stimulation period. Moreover,
adenosine did not modify Ca2 entry of sucli prolonged stimulations. Therefore,




The present series of experiments indicate that adenosine depression at the frog
nmj is flot caused bv a reduction in the entty of Ca2” evoked by action potentials and
that synaptic depression induced by repetitive stimulations is also flot accompanied by a
reduction in Ca2 ently in the presynaptic newe terminal.
Adenosine does flot modulate Ca2 dynamics ofthe nerve terminal
Ca2 imaging techniques revealed that neiffier die resting level of Ca2* nor the
entiy and the subsequent handiing of Ca2 are affected by adenosine. Hence our resuits
aflow us to conclude that the reduction in MEPP frequency by adenosine cannot be
explained by a reduction in the resting level of Ca2 and that the adenosine-induced
depression in the number of quanta of neurotransmitter released by an action
potential cannot be accounted for by changes in Ca2 entiy. The observations obtained
following our direct experiments are in accordance with die indirect analysis of the
effects of adenosine on the Ca2 entiy and handling at the frog nmj that lead to the
conclusion that adenosine did not act directly on the Ca2 channels and die subsequent
handling of Ca2 by the nerve terminal (Solsona and Silinsky 1992; Hunt et al. 1994).
Thus, the effects of adenosine must occur on a step controffing nenre-evoked release of
neurotransmitters that occurs after Ca2 entry.
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Differences between CN S and PN S
It is possible that adenosine lias different effects in the CNS than in the PNS.
For instance, Wu and Saggau (1994) recorded Ca2 transient and field excitatoly
postsynaptic potentials and showed that adenosine reduced Ca2 ently in presynaptic
nerve terminais of hippocampal CA3—CA1 synapses and that adenosine effects were
reduced when N-type Ca2 channels were blocked by -conotoxin GWA. Hence, tins
suggests that adenosine reduced the release of neurotransmitter by blocking the entiy
of Ca2 in the presynaptic newe terminal. Tins observation is further confirmed by
patch-clamp recordings of neurons that show that adenosine reduced the size of N-
type and L-type Ca2 currents (Schoiz and Mifler 1992; Umemyia and Berger 1994).
However, indirect measurements of Ca2 currents at synapses in the pefipheral
nervous system, particularly the frog nmj, showed that the action of adenosine was not
targeted at the Ca2 channels of the presynaptic nenre terminai (Siinsky and Solsona
1992). Tins was inconsistent with the observations ofWu and Saggau (1994) since the
Ca2 channels responsible for the release of neurotransmitters by the presynaptic nenre
terminai are believed to be of the N-type (Kerr and Yoshikami 1984; Robitaille et al.
1990, 1996; Cohen et al. 1991). The resuits obtained in the present smdy provide
direct evidence that neither the entiy nor die handling of Ca2” triggered by membrane
depolarization induced by action potentials nor die resting level of Ca2 were
modulated by adenosine at the frog nmj. Therefore, either the action of adenosine is
not mediated through die modulation of Ca2” channels, as is concÏuded from the
resuits ofour smdy, or die actions of adenosine in die PN S and die CNS are different.
Most likely, as suggested by Wu and Saggau (1997), there are other mechanisms that
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must be involved to explain completely the reduction of transmitter release by
adenosine. This is supportcd by the observation that cAMP and protcin kinase A play a
role in the action of adenosine at the frog nmj (Hfrsh et al. 1990), but cAIVIP does not
seem implicated in the adenosine response in the hippocampus.
Synaptic depression is flot caused by a change in Ca2”
Depression at the squid giant synapse is flot caused by a reduction in the entiy
of Ca2 in the presynaptic newe terminal (Charlton et al. 1982). At the frog nmj,
Redman and SUinsky (1994) showed that progressive synaptic depression caused by
nerve stimulation at frequencies near 1 to 2 Hz was due to the activation of an
adenosine Al receptor. Since our data strongly suggest that adenosine actions are flot
mediated by changes in Ca2 entiy, h is possible to conclude that synaptic depression
that occurs at low frequencies of about 1—2 Hz is also flot mediated by changes in Ca2
ently, as suggested by the observation that Ca2 responses elicited at those frequencies
were stable over periods ofhours. Moreover, our data also allow us to conclude that the
depression of neurotransmitter release induced by high frequency trains of stimuli is not
caused by a reduction of Ca2 entry during the train. This is consistent with the
observations made by Robitaille and Charhon (1992), who showed that depression was
not caused by the activation of a Ca2”-gated K+ conductance, resulting from an
additional entiy of Ca2 or its maintenance and buildup in the presynaptic nerve
terminal.
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Origin ofthe adenosine effects
There is a large body of evidence indicating that adenosine reduces the amount
of neurotransmitter released and, thus, that its effects are presynaptic in origin.
However, aside from the presynaptic effects of adenosine indicated by quantal analysis,
there is no direct evidence sucli as labeling or direct visualization that would
demonstrate the presence of adenosine Al rcceptors on die presyriaptic nenre terminal.
The only direct demonstration of Al adenosine receptors at die frog nmj lias been
confirmed on the perisynaptic Schwann cefis (PSCs) diat cover the nerve terminal
tRobitaifle 1995). It lias been sliown tliat adenosine induces tlie release of Ca2 from
internai stores following die activation of an Al adenosine receptor. Since PSCs can be
modulated by die various neurotransmitters released by the neive terminai (Georgiou
et al. 1994; Robitaifle 1995), it is possible diat, in response to the activation by secreted
adenosine or adenosine produced from sccrcted ATP, PSCs in return would modulate
nerve terminal activity. In that scenario, adenosine produced from the synaptic activity
would activate die PSCs, which woald then modulate tlie synapse in retum. This would
be consistent with die observation of RobitaUle (1998), wlio showed that activation of
PSCs by transmitter released during synaptic activity resulted in a strong modulation of
synaptic transmission and of synaptic depression.
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figure 1: Adenosine does flot affect the resting levcl of Ca2 in the presynaptic nenre
terminal.
(A) false color images of a newe terminal of a frog nmj loaded with Ca2—green—
dextran, using the backfilflng technique, before the application of adcnosine (Rest) and
10 min afrer the beginning of the perfusion with adenosine (ADO (10 1iM)). Blue
reflects a low level of Ca2 and red a high ÏeveÏ.
(B) Changes of the resting fluorescence before, during, and after the application of
adenosine (10 11IVI). Each point is the average of six experiments, in which the resting
values of fluorescence of the presynaptic nerve terminal were measured at regular
intewals of 2 min. No changes in the resting level of Ca2 were observed.
(C) A presynaptic newe terminal loaded with Ca2—green—dextran at rest, during high
KC1 (30 mM) bath application, and at the peak of the Ca2 response evoked by
repetitive nenre stimulations at 40 Hz. Same nmj as in Fig. lA.
(D) Relative changes of fluorescence of the nerve terminal induced by stimulations of
the motor newe (50 Hz) in normal Ringer solution and after 30 min in a Ca2-free
Ringer solution (containing EGTA, 1 mM). Note the decrease of resting fluorescence
when extracellular Ca2 concentration is low. Scale bar in fig. lA, 10 11m, and in Fig.
1C, 20 11m.
Figure 2: Adenosine-induced Ca2 responses in PSCs.
False color confocal images, where blue indicates Ïow level of Ca2 and red high level.
The figure shows two PSCs before (Control), at the peak of the response induced by
121
local application of adenosine (10 piVi), and during recovery. The adenosine solution
used for these experiments was the same as that which had no effect on the newe
terminal. Scale bar, 20 im.
Figure 3: Detection of Ca2* entiy in presynaptic nenre terminal cvoked by a single
action potential.
(A)False color image of a frog nenre terminal loaded with Ca2”—green—dextran.
(B) A lime scan ofthe lower branch ofthe nenre terminal shown in fig. 3A. The top of
the image is at time 0, and the end of the image is at time 1024 ms. Each lime of the
scan represents 2 ms. The motor nenre was stimulated (one pulse) at the time indicated
by the white dots.
(C) Average Ca2 responses (% F/P) of 10 lime scans similar to the one showed in B.
Arrows indicate the time when the motor nenre was stimulated. Scale bar in Fig. 3A, 5
im.
Figure 4: Adenosine does not reduce Ca2* entiy in presynaptic nenre terminais.
(A) Average Ca2 responses of 10 consecutive Une scans in absence of adenosine
(control) and 15 min after the beginning of adenosine (10 iM) bath perfusion. The
motor nenre was stimulated with two pulses at intenrals of 500
(B) Change of fluorescence evoked by a train of 10 stimuli (100 Hz, 100 ms at
intewals of 2 mi, before the addition of adenosine and in the presence of adenosine
(10 piVi). Average of five experiments. The inserts ifiustrate Ca2 responses induced by
100-ms train at 100 Hz (10 pulses; a single lime scan) before (left) and 15 min after
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the bath application of adenosine (10 jiM; right).
figure 5: Effects on newe terminal Ca2responses ofhigh Mg2 saline that mimics the
effects of adenosine on transmitter release.
(A) Changes of EPP amplitude induced by bath application of adenosine (10 iM).
After recoveiy ftom adenosine effects, bath application of high Mg2 saline mimicked
the effects of adenosine on EPP amplitude.
(B) Ca2 responses in a presynaptic nenre terminal (% F/F) evoked by a train of 100 ms
at 100 Hz in normal saline, in presence of adenosine (Ado, 10 1iM), and in presence of
the high Mg2 saline.
(C) Ca2” responses in a presynaptic newe terminal (% FIE) eyoked by a train of 100 ms
at 100 Hz in bigh Mg2 saline, then in presence of normal saline, and in presence of
adenosine (Ado, 10 1M). Different preparation than in Fig. 5B.
(D) Average (10 me scans) of Ca2 responses (% FIE) evoked by stimulations of the
motor nenre (2 Hz) in normal saline (control), in presence ofadenosine (10 jiM), and
in the high Mg2 saline (Mg2”). The corresponding EPPs recorded simultaneously with
the Ca2 responses are presented. Note that Ca2 responses were reduced by the high
Mg2 that mimicked the effects of adenosine on transmitter release.
figure 6: Synaptic depression is not caused by a reduction in Ca2” entry in the
presynaptic nerve terminal ofthe frog nmj.
(A) Changes in fluorescence (% FIE) in presynaptic nerve terminal evoked by a
prolonged motor nerve stimulation (10 s, 50 Hz) before (control) and in presence of
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(10 iM) adenosine.
(B) Changes in fluorescence (% F/P) in presynaptic newe terminal evoked by a




Cette étude avait pour but de déterminer si l’adénosine avait un
effet sur l’entrée et/ou sur la gestion du Ca2 dans les terminaisons
nerveuses. L’adénosine étant aussi connue pour sa modulation de la
dépression synaptique induite par la fréquence de stimulation (Meriney
and Grinneli, 1991), nous avons aussi.vérifié les effets de celle-ci sur les
réponses calciques nerveuses obtenues par des stimulations à haute
fréquence.
7.1. Effets de l’adénosine sur les niveaux calciques
de base des terminaisons nerveuses
Il a été montré que l’adénosine causait une diminution de la
fréquence des PPMms à la jonction neuromusculaire (Ribeiro and
Dominguez, 197$). Un des facteurs pouvant contrôler la fréquence des
PPMms est la concentration calcique de base dans les terminaisons
nerveuses (Eruikar and Rahamimofl, 197$). Les effets de l’adénosine
pourraient donc s’expliquer par une diminution de la concentration
calcique de base dans les terminaisons nerveuses. Cette hypothèse a été
infirmée par nos observations. En effet, les niveaux calciques de base des
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terminaisons nerveuses étaient inchangés en présence d’adénosine (figure
lA et B). L’effet de l’adénosine sur la probabilité de relâche de
neurotransmetteurs se manisfeste donc par un mécanisme indépendant du
Ca2.
7.2. Effets de l’adénosine sur les réponses
calciques des terminaisons nerveuses
Les effets de l’adénosine sur les réponses calciques des
terminaisons nerveuses ont été vérifiés en utilisant deux protocoles de
stimulation. Dans un premier. temps, les réponses calcique ftirent
évoquées par une paire de stimuli uniques espacés de 500 ms (figure 4).
En utilisant un mode d’acquisition d’image très rapide (1 ligne de pixel à
toutes les 2 ms, figure 3) nous avons pu regarder en détail la cinétique
des réponses calciques des terminaisons nerveuses. Nous avons observé
que l’adénosine n’affectait ni l’entrée de Ca2 dans les terminaisons
nerveuses (amplitude maximale des réponses), ni son extmsion
cytoplasmique (intégrale et décours temporel des réponses).
Dans un deuxième temps, les réponses calciques ftirent évoquées
par un train de dix stimuli (100 Hz, 100 ms). Tout comme avec les
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stimulations pairées, nous n’avons pu observé d’effet de l’adénosine sur
les réponses calciques. La modulation de la transmission synaptique par
l’adénosine semble donc bel et bien faire appel à un mécanisme
indépendant du Ca2.
7.3. Effets de l’adénosine sur les réponses
calciques obtenues lors de l’induction de la
dépression dépendante de la fréquence de
stimulation
L’adénosine étant en mesure de moduler la dépression synaptique
induite par la fréquence de stimulation (Meriney and Grinnell, 1991),
nous avons observé les effets de l’adénosine sur les réponses calciques
obtenues par des stimulations à haute fréquence et prolongées (50 Hz,
10 ou 30 s). Deux conclusions ont pu être tirées de ces expériences.
Tout d’abord, l’absence d’effet de l’adénosine sur les réponses
calciques (figure 6) nous a permis de conclure que les effets de
l’adénosine sur la transmission synaptique et sur la dépression synaptique
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induite par la fréquence de stimulation sont tout à fait indépendant du
Ca2 et ce, peu importe le type de protocole de stimulation utilisé.
Ensuite, ces expériences nous ont permis de reconfirmer que la
dépression synaptique induite par la fréquence de stimulation
n’impliquait aucun changement dans les niveaux calciques atteints au sein
des terminaisons nerveuses (Robitaille and Chariton, 1992). En effet, la
dépression synaptique induite par la fréquence de stimulation survient
extrêmement rapidement à la jonction neuromusculaire (voir figure 9
Dépression synaptique dépendante de la fréquence à la page 59), bien
avant les plateaux calciques que nous avons observés et qui sont
maintenus durant toûte la stimulation (Figure 6 de ce manuscrit).
En résumé, cette étude montre que la dépression synaptique
induite par l’adénosine et celle induite par la fréquence de stimulation
utilisent toutes deux des mécanismes dépresseurs qui n’affectent pas les
niveaux calciques des terminaisons nerveuses. Cette mécanistique
commune n’est peut être pas étrangère au fait que l’adénosine puisse
moduler la dépression synaptique induite par la fréquence de stimulation
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8. INTRODUCTION
La première étude des effets synaptiques du NO à la JNM
montrait que le NO causait une diminution de la relâche de
neurotransmetteurs (Lindgren and Laird, 1994), sans toutefois identifier
les mécanismes responsables de cette modulation de la transmission
synaptique. De plus, malgré la distribution stratégique de la nNOS à la
JNM (Descarries et al., 199$), l’existence d’une production endogène de
NO n’avait pas été démontrée. La NOS qui serait présente dans les fibres
musculaires représente une source de production de NO intéressante.
En outre, il est probable que le NO soit produit dans des conditions
physiologiques par les CSPs, étant donné que la nNOS de celles-ci est
dépendante du Ca2 (Descarries et al., 199$) et qu’elles répondent à
l’activité synaptique par une élévation de Ca2 (Jahromi et al., 1992).
Dans cette étude, nous avons donc tenté de mettre en évidence une
production endogène de NO. Nous avons aussi examiné les mécanismes
d’action du NO modulant la transmission synaptique et caractérisé ses
effets sur 3 phénomènes de plasticité à court terme : la facilitation
homosynaptique (données non incluses dans l’article), la dépression
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synaptique dépendante de la fréquence et la dépression induite par
adénosine.
Nous montrons que le NO réduit la relâche de neurotransmetteurs
sans influencer l’entrée de Ca2 dans les terminaisons nerveuses. De plus,
nous montrons, de façon indirecte, que la production de NO est régulée
par l’activité synaptique et, qu’en plus, les mécanismes d’action utilisés
par le NO dépendent aussi du niveau d’activité de la synapse. Nous
avons observé que le NO augmentait légèrement le niveau de facilitation
homosynaptique, à la JNM. Enfin, nous montrons qu’une production
endogène de NO est impliquée dans la dépression synaptique dépendante
de la fréquence et que le NO module la dépression dépendante de
l’adénosine. Cette étude montre l’importance du NO dans la modulation
de la transmission synaptique à la jonction neuromusculaire.
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ABSTRACT
Nitric oxide (NO) is a potent neuromodulator in central and peripheral newous
systems. At the frog neuromuscular junction (nmj), exogenous application of NO
reduces neurotransmitter release and NO synthases (NOS), the enrmes producing
NO, are present at this synapse. Tins work aimed at studying the molecular
mechanisms by winch NO modulates synaptic efficacy at the nmj using
electrophysiological recordings and Ca2 imaging techniques. Bath application of the
NO donors S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP) and sodium nitroprusside
(SNP) decreased endplate potential (EPP) amplitude as well as the frequency of
miniature EPPs (MEPP) but not thefr amplitude. Ca2 responses elicited in
presynaptic terminais by single action potentials were unaffected by NO but responses
evoked by a short train of stimuli were incrased. Tonic endogenous production of
NO was obsewed as suggested by the increase in EPP amplitude by bath application of
the NO scavenger hemoglobin and the neuronal NOS inhibitor 3-bromo 7-
Nitroindazole sodium sait (3Br7NiNa). A soluble guanylate cyclase inhibitor, 6-
anilino-5,8-quinolinedione (LY-835$3), increased EPP amplitude and ocduded the
effects ofthe NO donor, suggesting that NO acts via a cGMP-dependent mechanism.
High frequency-induced depression was reduced in the presence of the NO scavenger
but not by LY-83583. However, adenosine-induced depression was significanily
reduced following bath perfùsion of SNAP and in the presence of LY-835$3. Our
resuits indicate that NO regulates transmitter release and adenosine-induced depression
via a cGMP-dependent mechanism that occurs after Ca2 ently and that high
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frequency induced synaptic depression is regulated by NO in a cGMP—independent
manner.
Key words: nitric oxide; guanylate cyclase; adenosine; transmitter release;
synaptic depression; calcium; perisynaptic Schwann ceils
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Neurotransmitter release is a higMy organized and regulated process that
provides a large degree of plasticity and adaptability (111es, 1986; Wu and Saggau,
1997). It is modulated by a large number of second messengers each acting on specific
elements involved in the transmitter release machineiy. A veiy important second
messenger known to regiilate neurotransmitter release is nitric oxide (NO; Brenman
and Bredt, 1997).
NO is membrane permeable and various forms of its synthesizing enzyme, the
NO synthase (NOS), are found in neuronal and non-neuronal ceils (Schmidt and
Walter, 1994). In addition, most NOS are activity-dependent due to thefr Ca2”-
dependency (Bredt and Snyder, 1992). In the central newous system, there is evidence
suggesting that NO might be implicated in synaptic plasticity phenomena such as long
term potentiation and depression where it is thought to act as a retrograde messenger
from postsynaptic neurons modulating surrounding presynaptic terminals (Izumi and
Zorumski, 1997; Lev-Ram et al., 1997; Malen and Chapman, 1997; Calabresi et al.,
1999). The major mechanism of action of NO is the activation ofa soluble guanylate
cyclase that in tum produces cGMP, causing a potentiation ofprotein kinase G (PKG;
Schmidt et al., 1993). Altematively, NO has been shown to mediate post-translational
modifications of proteins such as ADP-ribosylation (Duman et al., 1993), fatty
acylation (Hess et al., 1993) and S-nitrosylation (Lipton et al., 1993). These
modifications may prevent normal interactions between proteins involved in the
synaptic vesicle-presynaptic membrane specific interactions occurring during exocytosis
(Meffert et al., 1994, 1996).
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There is also compelling evidence in support of the possibility that NO is an
important modulator of synaptic transmission at the neuromuscular junction (nmj).
Ffrst, cxogenously applied NO reduces neurotransmitter release in immature (Wang et
al., 1995) and mature (Lindgren and Laird, 1994) frog nmjs. Second, NO reduces the
sensitivity to neurotransmitters of perisynaptic Schwann ceils (PSCs), glial ceils at the
frog nmj (Descarries et al., 199$). Third, NOS are found in skeletal muscle fibers
(Okuda et al., 1997; Silvagno et al., 1996) where they are concentrated at the muscle
endplate (Kusner and Kaminski, 1996). In addition, a form of neuronal NOS fias also
been found in PSCs (Descarries et al., 199$).
Afthough NO appears as a potent regulator of synaptic transmission at the
mature nmj, there is no evidence yet as to whether endogenous NO is involved in the
regulation of synaptic transmission and liffle is known about the molecular mechanisms
regulated by NO at the nmj. Thus, titis work aimed at determining the mechanismof
action of NO in its regulation of synaptic transmission and to test its involvement in
high frequency- and adenosine-induced depressions at the amphibian nmj.
Here, we report that there is a tonic production of NO at the frog nmj and that
it reduces transmitter release via a cGMP-dependent and Ca2-independent
mechanism. We also present evidence that endogenous NO partially regulates
adenosine-induced depression by a cGMP-dependent mechanism and high frequency
induced depression by a cGMP-independent mechanism.
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MATERIAL AND METHODS
Experiments were performed on nmjs of cutaneus pectoris muscles of Rana
Pzpiens frogs. Frogs were double pithed and muscles with their innervation were
dissected and put into a recording chamber with die bottom fiiled with SylGard silicon
elastomer (Dow Coming). Unless stated otherwise, ail experiments were performed
using normal frog Ringer solutions (120 mM NaC1, 2 mM KC1, 1.8 mM CaC12, 1
mM NaHCO3 and 15 mM HEPES). The pH was adjusted to 7.20 with NaOH
(5N). Ail experiments were carried at room temperature (21-23 ‘C).
Ca imaging ofnerve terminais
frogs were double pithed and were partiafly submerged with a 5 mM MgC17
Ringer solution (no Ca2” added) in a dissection dish. A small eut was made in die skin
neax die shoulder and die pectoralis proprius nerve was cleared from the surrounding
connective tissue, keeping the blood vessels intact. The nerve was then eut and rinsed
with die Mg2 Ringer solution to prevent die eut end of the axons from coilapsing.
The nenre was then put on the animal skin and ciystals of Ca2-green-1 Dextran
(M.W. 3000, Molecular Probes), a fluorescent Ca2 indicator, were put next to the eut
end of the nerve. The loading was performed in obscurity at room temperature for
about 10 h to ailow die indicator to be transported to die nerve terminais. We have
shown that overnight treatments such as this one do not affect synaptic transmission
and synapse-glia interactions (Jabromi et al., 1992; Robitaille et al., 1997, 1999).
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A BioRad MRC 600 confocal microscope mounted on an Olympus BH2
upright microscope was used to collect images. The 48$ nm excitation Une of an
Argon ion laser was attenuated to 1% of maximal intensity using neutral density filters
and emitted fluorescence was filtered with a long-pass filter at 515 nm. A water
immersion lens was used (Olympus 40x, 0.75 NA).
Two types of experiments were performed. First, for single pulses and for short
trains of stimulation (100 Hz, 100 ms) the lime scan mode of the confocal microscope
was usedto monitor changes in fluorescence with a greater temporal resolution as
previously reported (Robitaille et al., 1999). The lime scan mode permits successive
readings at 2 ms intewal of a single lime (0.22 pm thick) wbich was mamualiy positioned
over the center of a newe terminal branch obsewed at zoom factor 4. Files of series of
512 limes were collected and analyzed off lime. Second, for longer stimulations (100
Hz, 7s), images (192 x 12$ picels) of newe terminais were collected at intewals of 645
ms. Fluorescence emitted by the nenre terminais was measured and changes in
fluorescence were expressed as:
%AF/F= (F-Frest)/Frest x 100.
Ml experiments were carried out using suprathreshold stimulation and muscle
contractions were blocked using a-bungarotoxin (1.12 1M, Calbiochem), an
irreversible antagonist of nicotinic acetylcholine receptors (Dryden et al., 1974). Only
one nenre terminal was monitored for each preparation.
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ElectrophysioÏogy
The release of neurotransmitter was evoked by stimulating the motor nenre
with single stimuli at a frequency of 0.2 Hz. Muscle contractions were blocked using
d-tubocurarine chloride (4.87 dV1, Sigma), a competitive antagonist of nicotinic
acetylcholine receptors (Almon and Appel, 1976). Intracellular recordings of endplate
potentials (EPP) were performed using glass microelectrodes (10-15 MQ) filled with
KC1 (2-3 M). Experiments were carried on muscle fibers with membrane potential
more negative than -70 mV and were discarded when it depolarised by more than 10
mV. for analysis of spontaneous activity, recordings were performed in normal Ringer
solution wiffiout d-tubocurarine chloride. In a few experiments where both EPPs and
miniature EPPs (MEPP) were recorded during the same experiment, muscle
contractions were prevented using a low-{Ca2j Ringer solution (0.54 mM CaC1, and
3.5 mM MgCÏ7). Similar resuits were obtained in boffi ionic conditions. Synaptic
responses were recorded using an amplifier from Warner Instraments Corporation
(gain of lOx) and then further amplffied (lOOx) and filtered by a low pass 4-pole Bessel
filter at 2 KHz (Warner Instruments Corporation). Data were acquired using a
Digidata 1200 board controlled by the software Tomahacq (created by Mr. T.A.
Goldtbrope, University of Toronto) that was used for data acquisition and analysis.
Only one muscle fiber was monitored on each preparation.
Drugs
Stock solutions of S-nitroso-N-acetylpenicillamine (SNAP, Calbiochem), of
6-anilino-5, 8-quinolinedione (LY-835 83, Calbiochem) and of 3 -bromo 7-
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Nitroindazole sodium sait (3Br7NiNa, Calbiochcm) were prepared in DMSO
(Sigma) at 50 mM, 40 mM and 250 mM respectively. SNAP and 3Br7NiNa
solutions were kept in die dark. Additional dilutions of SNAP (50-100 1M), LY
83583 (40 1iM) and of 3Br7NiNa (100 1M) in physiological solutions were prepared
just before use.
Stock solutions of adenosine (RBI), of 8-bromo-cGMP sait ($Br-cGMP,
Calbiochem) and of sodium nitroprusside (SNP, Calbiochem) were diluted in water at
10 mM, 10 mlvi and 50 mM respectively. Additional dilutions of adenosine (10 tM),
$-Br-cGMP (100 1.tM) and of SNP (50 1M) were made in physiological solutions just
before use. Physiological solutions containing hemoglobin (30 M) were prepared die
day ofthe experiments.
Drugs were applied continuously with bath perfusion (2 mllmin) at room
temperature.
$tatisticaÏ anaÏysis
Ml resuits are expressed as mean ± SEM. In most experiments, two sets of
data obtained from the same nmj were compared using a Student’s paired t test.
Otherwise, Smdent’s t test was used to compare 2 sets of data obtained from dWferent
nmjs and an analysis ofvariance (ANOVA) was used when 3 sets were compared.
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RESULTS
The mechanisms of action of NO at the frog nmj were first investigated using
electrophysiological and Ca2 imaging techniques. The involvement of endogenous
NO in the production of synaptic depression induced by high frequency stimulation
and adenosine was then detcrmined.
Exogenous NO reduces transmitter release
It was previously reported that sodium nitroprusside (SNP), an NO donor,
reduced neurotransmitter release at the frog nmj (Lindgren and Laird, 1994). Here
we show that SNAP, another NO donor (Ignarro et aL,19$1; Southam and
Garthwaite, 1991), produced similar effects. Indeed, bath application of SNAP (50
1iM) decreased EPP amplitude by 36 ± 3% (Figure lA) (3.7 ± 1.0 mV in control vs.
2.3 ± 0.6 mV in SNAP; p<O.Ol Students one-tail paired z’ test, n=10). The effects
began after 5 min of perfhsion with SNAP and were complete in 20 min. When
tested, no reversai of the effects of the NO donor was detected for up to 90 min afrer
tis removal from the perffision (data not shown).
To determine wheffier the effects of NO were pre- or postsynaptic, MEPP
frequency and amplitude were measured in control and after 30 min exposure to
SNAP. Changes in MEPP frequencywould be an indication ofpresynaptic changes in
the probabiity of neurotransmitter release whereas a change in MEPP amplitude
and/or time course would indicate postsynaptic changes. In the presence of SNAP
(100 jtM), MEPP frequency was reduced by 39 ± 7% (5.27 ± 2.4$ Hz in control vs.
3.32 ± 1.81 Hz in SNAP; p<O.OS Stridents one-tail paired t test, n=5) whereas MEPP
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amplitude did flot change signfficandy (567 ± 124 1V in control vs. 667 ± 161 1iV in
SNAP; p>O.OS Students two-tail paired t test, n=4) (Figure lB). The reduction in
MEPP frequency combined with the lack of effect on MEPP amplitude is consistent
with presynaptic effects of NO. Thus, the reduction in EPP amplitude by NO was
duc to a decrease in the probability of transmitter release.
The reduction in MEPP frequency is somewhat surprising since Lindgren and
Laird (1994) reported that SNP had no effect on MEPP frequency at frog sartorius
nmjs. Tins difference could be cxplained by the different nature of the NO donors
used or by the different properties of the two synapses. This was testcd by monitoring
the cffects of SNP on the cutaneus pectoris nmj. Similarly to SNAP, flot only SNP
(50 1.iM) reduced EPP amplitude by 60 ± 12% (6.8 ± 1.0 mV in control vs. 2.5 ± 0.5
mV in SNP; p<O.05 Students one-tail paired t test, n=3) but also reduced mEPP
frequency by 44 ± 14% (4.09 ± 0.54 Hz in control vs. 2.3$ ± 0.65 Hz in SNP; p<0.0S
Students one-tail paired t test, n=4) and did not change mEPP amplitude (456 ± 63
1iV in control vs. 487 ± 83 1iV in SNP; p>O.OS Students two-tail paired t test, n4).
The fact that both NO donors had the same effects at the cutaneus pectoris nmj but
somewhat different at the sartorius nmj (Lindgren and Laird, 1994) indicates that NO
effects may vaiy according to the properties of the synapses.
Is endogenous NO produced in a tonic way?
To test whether NO was tonically produced at the frog nmj, synaptic
transmission was monitored in the presence of hemoglobin, an NO scavenger (Murad
et al., 197$). If there were a tonic production of NO at tins synapse, the presence of an
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NO scavenger should cause an increase in EPP amplitude. As shown in Figure 2A,
bath application ofhemoglobin (30 pM) caused a 28 ± 6 % increase in EPP amplitude
which raised from 5.2 ± 0.6 mV (control) to 6.7 ± 0.8 mV (hemoglobin; p<O.Ol
Student’s one-tail paired z’ test, n=5).
This resuit suggests that there was a tonic production of NO at the frog nmj
maintaining the synapse in a depressed state. If tins were the case, blocking NO
synthase activity shoiild also increase transmitter release. This was tested by perfttsing
the neuronal NO synthase inhibitor 3Br7NiNa (Chapman et al., 1995) while
monitoring its effects on EPP amplitude. As shown in Figure 2E, bath application of
a smafl concentration of 3Br7NiNa (100 iM; Wegener et aI., 2000) increased EPP
amplitude by 47 ± 18 % (4.5 ± 0.7 mV in control vs. 6.5 ± 1.0 mV in 3Br7NiNa;
p<O.OS Students one-tail pafred z’ test, n=5). When tested, hemoglobin (30 M) had
no additional effect when perfiased after 3Br7NiNa effects were complete (data not
shown). These resuits indicate that there was a tonic production of NO at the frog
nmj.
Is NO affecting Ca2 entryin nerve terminais?
Knowing that neurotransmitter release is closely regulated by the intracellular
Ca2” concentration in newe terminais (Katz and Miledi, 1967; Adler et al., 1991;
Zucker, 1993), we tested whether NO could modulate the Ca2 concentration in newe
terminais, either by reducing Ca2 entiy triggered by action potentials andlor by
affecting the resting level of Ca2” in newe terminais. Ca2-green-1 Dextran was
backfiiled into nenre terminais and changes in fluorescence of living terminais were
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monitored using confocal microscopy. figure 3A(top) ifiustrates a confocal image of
newe terminal branches Ïoaded with Ca2-green-1 Dextran scen in grayscale and figure
3A (bottom) shows a Ca2 response induced by a brief train of stimuli (100 Hz/100
ms) obtained using the une scan mode.
The effects of NO on Ca2” responses evoked by single pulses were first
monitored. As shown in figure 3B, Ca2 responses were unchanged in the presence of
SNAP (100 tM, 30 min exposure). The average maxima of Ca responses were 13.5
± 1% Af/F in control and 13.5 ± 1% AF/F in the presence of NO (p>O.OS Student’s
one-tail paired t test, n=4). The arca under cuwe of Ca2 responses were also
unchanged by SNAP (1867 ± 768 % AF/Pms in control vs. 2053 ± $03 % Af/Pms in
SNAP; p>O.05 Smdent’s one-tail paired t test, n=4) indicating that NO did flot
change the duration of Ca2 responses evoked by single action potentials in nenre
terminais. Therefore, the effects of NO on EPP amplitude cannot be explained by a
reduction of Ca2 entiy that would change the global level of Ca2 in nerve terminais.
We next tested the effects of NO on Ca2 entiy during train of stimuli at higli
frequency (100 Hz, 100 ms). Surprisingly, the amplitude of Ca2 responses was
significantly higlier in the presence of the NO donor (SNAP 50 pM, 30 min exposure)
than in control where the average maximum relative change in fluorescence was 160 ±
22 % AF/f in control and 184 ± 27 % Af/P in the presence of SNAP (figure 3C)
(p<O.OS Smdent’s one-tail t test, n=8).
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Hence, instead of reducing Ca2 responses that would explain NO-induced
reduction in transmitter release, NO caused an increase in Ca2 responses that would
predict an elevation in neurotransmitter release. A reduction in Ca2 entry should have
been detected since we have reported large reduction in amplitude of Ca2 responses in
ionic conditions identical to those required to mimic the reduction in transmitter
release obsewed with the NO donors (see Figure 5 in Robitaille et al., 1999).
We then tested wheffier more prolonged stimulation would reveal a more
pronounced effect of NO on the Ca2 responses. However, with stimulations at 100
Hz for 7 sec, there was no increase in the amplitude of Ca2 responses in the presence
of SNAP (50 pM) (Figure 3D) (213 ± 23 % AF/F in control vs. 222 ± 17 % AF/F in
SNAP; p>O.OS Students one-tail z’ test, n=10). Also, the area under curve of Ca2
responses evoked by this type of stimulation with SNAP were not signfficantly
different from control (5220 ± 579 % AF/Pms in control vs. 6633 ± 657 % AF/Ftms
in SNAP; p>O.OS Stridents one-tail z’ test, n=10). As a whole, these results indicate
that NO effects on transmitter release cannot be explained by a global reduction in
Ca2 entiy in the newe terminal.
Is NO affecfing the rsting level ofCa2 in newe terminais?
We wondered wheffier NO would decrease the resting Ca2 concentration in
nerve terminais since MEPP frequency is sensitive to the resting level of Ca2 in newe
terminais (Emlkar and Rahamimoff 197$) and since MEPP ftequency was reduced in
the presence of NO. We monitored the resting fluorescence of living nenre terminais
in 11 experiments in control and during bath application of SNAP (50-100 iM).
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There was no change in ffie fluorescence of newe terminais in the presence of the NO
donor as the baseline fluorescence was 29 ± 5 pixel values in control and 31 ± 6 after 30
minutes of perftision with SNAP (50-100 1iM) (p>O.O5 Student’s one-tail paired t
test, n=11). It is unlikely that the lack of effect was due to a lack of sensitivity since we
reported, in similar conditions, small significant reduction in resting levels of Ca2 as a
consequence of a reduced Ca2 gradient created by chelating extracellular Ca2 with
EGTA (Robitaille et al., 1999). Therefore, the effects of the NO donors on MEPP
frequency cannot be explaincd by a reduction in the level of resting Ca2” of ncwe
terminais. However, because only biilk Ca2 was monitored, local differences in Ca
concentration near active zones cannot be niled out.
Do guanylate cydase/cGMP-dependent mechanÏsms modulate transmitter
release?
The main mode of action of NO that lias been reported is the activation of a
soluble guanylate cyclase and the production of cGMP (Schmidt et al., 1993). First,
we woundered wheffier a functional cGMP pathway was present and whether its
activation could mimic the effects of NO. We monitored the effects of $-Br-cGMP,
a ceil permeable cGMP analog (Meyer and Mifier, 1974), on synaptic transmission.
Similar to SNAP, $-Br-cGMP (100 1iM) decreased EPP amplitude by 26 ± 4%
(Figure 4A; 4.80 ± 0.77 mV in control vs. 3.63 ± 0.25 mV in $-Br-cGMP; p<O.Ol
Student’s one-tail paired t test, n=6).
The presumed target of NO being a soluble guanylate cyclase, we used LY
$3583, an inhibitor of that enzyme (Mtilsch et al., 198$) and monitored its effects on
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synaptic transmission. As shown in Figure 4B, bath application of LY-83583 (40 iM)
increased EPP amplitude by 44 ± 9 % (4.34 ± 0.75 mV in control vs. 5.76 ± 0.84 mV
in LY-83583; p<O.001 Students one-tail paired z’ test, n=14). As shown in Figure 4C,
the effects of LY-83583 were presynaptic since MEPP frequency increased from 3.83
± 0.79 Hz in control up to 7.26 ± 1.71 Hz in the presence LY-83583 (40 iM, p<O.Ol
Students one-tail paired z’ test, n=6) while MEPP amplitude did not change (771 ±
164 V in control vs. 736 ± 127 1iV in LY-835$3; p>O.OS Students one-tail paired z’
test, n6).
These resufts indicate that there is a guanylate cyclase/cGMP pathway effective
at the frog nmj. Similarly to NO, activating that pathway reduced transmitter release
while blocking it increased transmitter release similarly to the blockade of NOS
activity with 3Br7NiNa. AIso, these results strongÏy suggest that there is a tonic
activity of that pathway at the frog nmj.
Is NO activafing guanylate cydase/cGMP-dependentpathways?
If the effects of NO on transmitter release were mediated by the
activation of a soluble guanylate cyclase, the presence of LY-835$3 should occlude the
effects of SNAP. LY-$3583 (40 iM) was first perfiised for 30 min to reach a stable
and maximal effect on EPP amplitude and SNAP (100 1iM) was then perfused along
with LY-$3583 (40 iM). As shown in Figure 4D, the presence of LY-83583
prevented the effects of SNAP where EPP amplitude was reduced only by 4 ± 3 %
(4.12 ± 0.46 mV in LY-$3583 vs. 3.95 ± 0.44 mV in LY-83583 and SNAP, p>O.OS
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Student’s one-tail paired t test, n=6). Therefore, these resuits indicate that a guanylate
cyclase/cGMP pathway mediated the effects of NO on EPP amplitude.
Does NO affect high frequency-induced depression?
Since exogenous application of NO causcd a depression of synaptic
transmission and since NO is endogenously produced at the frog nmj, we wondered
whether NO would be involved in the depression induced by high frequency (>10 Hz)
stimulation ofthe motor newe (Meriney and Grinneil, 1991; Robitaille, 199$).
We first tested the effects of the NO chelator hemoglobin on high ftequency
induced depression. If NO was indeed implicated in that form of depression, the
amount of synaptic depression would be reduced in die presence of the NO scavenger.
As shown in Figure 5A,B the presence of hemoglobin (30 1iM) in the perfusion
reduced the amount of depression from 63 ± 6 % (control) down to 49 ± Y % (p<O.O5
Students one-tail paired t test, n=6). Therefore, these resuits suggest the existence of
an endogenous NO production that modulates die high frequency-induced depression
at the frog nmj.
Because die guanylate cyclase inhibitor mimicked the effects of the NO
scavenger, one would expect that it should have similar effects on synaptic depression
than the NO scavenger. To test wheffier die modulation of high frequency-induced
depression by NO was mediated through a cGMP-dependent mechanism, we tested
the effects ofLY-$35$3 on tins form ofdepression. The presence ofLY-835$3 in die
perfusion should mimic the effects of liemoglobin if NO was modulating this synaptic
depression via die activation of a soluble guanylate cyclase. However, as shown in
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figure 5C, D there was no rcduction in the amount of depression in the presence of
LY-83583. In fact, the amount of deprcssion was significantly higher in ail
experiments where it increased from 40 ± 11 % in control up to 52 ± 12 % in the
presence of LY-$35$3 (40 jiM) (p<O.Ol Smdent’s one-tail paired t test, n=5). Tins
increase in depression may be attributed to a larger level of transmitter release produced
by the guanylate cyclase inhibitor. Indeed, dcpression is known to be more pronounced
when the level oftransmitter release is ingh (Zucker, 1989) where an increase of 30% in
transmitter release resuits in an increase in dcpression by about 15% (Papas and
Robitajile, personal communication). Hence, these resuits indicate that ingh-frequency
depression is modulated by NO via a guanylate cyclase-independent mechanism.
Is NO implicated in adenosine-ïnduced depission?
Another form of synaptic depression it the nmj is mediated by adenosine
(Siinsky, 1984) winch develops slowly at moderate rates of stimulation ( 2 Hz;
Redman and Silinsky, 1994). Interestingly, similarly to N O-induced depression of
transmitter release, it was recenily shown that the adenosine-dependent depression does
not affect Ca2 entiy or rcsting [Ca2j in the ncrve terminal (Robitaille et al., 1999).
Moreover, adenosine was also shown to regulate the level of depression elicited by ingh
frequency stimulation (Meriney and Grinneil, 1991) and there is evidence that
adenosine stimulate NO production in endothelial ceils (Li et al., 1995).
The level of synaptic depression induced by adenosine was first determined. In
control experiments where adenosine (10 M) was applied alone without any other
treatment, a reduction of 53 ± 3% in transmitter release was obsenred (5.77 ± 0.79 mV
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in control vs. 2.7$ ± 0.45 mV in adenosine; p<O.001 Studcnt’s one-tail paired t test,
n=10). Tins is consistent with values previously reported in the litterature (SiEnsky,
1984; Redman and Silinsky, 1994; Robitaffle et al., 1999). If NO-dependent
mechanisms were involved in the adenosine-induced depression, their activation would
occlude the effects of subsequent application of adenosine on transmitter release. As
shown in Figure 6A, bath application of adenosine (10 iM) following a 30 min
perfusion with the NO donor SNAP (50 1iIVI) stiil significantly reduced transmitter
release (p<O.Ol Students one-tail paired t test, n=6) where EPP amplitude was reduced
by 42 ± 4% (2.13 ± 0.49 mV in control vs. 1.20 ± 0.29 mV in adenosine). However,
the adenosine-induced depression after bath application of SNAP was signilicandy
smafler than the one obsenred when adenosine was applied alone (p<O.OS, Anova, One
way analysis of Variance; Figure 6C) suggesting that part of the adenosine-induced
depression was occluJed by the presence ofthe NO donor.
We next investigated whether guanylate cyclase-dependent mechanisms
regulate adenosine-induced depression. Tins was tested by monitoring the effects of
adenosine following bath application of LY-835$3 (40 iM). As shown in Figure 6B,
adenosine signfficantly reduced EPP amplitude in the presence of LY-$35$3 by 42 ±
2% (6.37 ± 1.73 mV in control vs. 3.63 ± 0.95 mV in adenosine and LY-83583; p<O.OS
Students one-tail paired t test, n= 4). However, tins reduction in transmitter release
was signfficantly smaller in the presence of the guanylate cyclase ininbitor than when
adenosine was applied alone (p<O.OS, Anova, One way analysis of Variance; figure 6C).
These resuits suggest that adenosine-dependent depression was partially regulated by
NO via guanylate cyclase-dependent mechanisms.
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DISCUSSION
Here we report that NO reduces the amount of neurotransmitter released via a
cGMP-dependent paffiway and that a tonic production of NO occurs at this synapse.
This regulation cannot lie accounted by a global reduction in Ca2 entiy in newe
terminais. High frequency-induced depression is partially modulated by NO possibly
via cGMP-independent mechanisms while adenosine-induced depression is also
modulated by NO but via cGMP-dependent mechanisms. Hence, NO is an
important endogenous regiilator of synaptic efficacy at the aduit amphibian nmj.
NO reduces synapflc efficacyat the ampffibian synapse
The reduction in synaptic transmission by NO was consequent to a reduction in
neurotransmitter release since the NO donors SNAP and SNP reduced EPP
amplitude and MEPP frequency without affecting MEPP amplitude and time course.
Tins is consistent with the data on cultured immature frog nmj (Wang et al., 1995).
However, Lindgren and Laird (1994) reported that SNP reduced transmitter release
without affecting MEPP frequency at a mature nmjs of the sartorius muscle. An
interesting explanation for the difference lietween their resuits and those reported here
might lie related to the properties of the nmjs where the nmjs of the sartorius muscle
axe weaker (i.e. release less neurotransmitter per nerve terminal) than those of the
cutaneus pectoris (Grinneil and Herrera, 1980).
Our resuits strongly suggest that the effects obsenred in our smdy are related to
NO-dependent mechanisms. Indeed, different NO donors produced identical effects
on the same preparation, suggesting that the effects were not due to offier by-products
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produced by the different donors. In addition, drugs that prevented NO effects or the
activation of the target of NO (Le. NO scavenger, NOS inhibitor and the soluble
guanylate cyclase inhibitor) increased transmitter release. Finally, die effects of
hemoglobin were occluded by die action of the NOS inhibitor while inhibition of the
guanylate cyclase prevented NO-induced depression during SNAP application.
Lindgren and Laird (1994) showed that a brief exposure to SNP depressed
synaptic transmission for as long as 60 min. We also obsewed long-lasting effects on
synaptic transmission even after SNAP removal from the perfusion. Tins persistent
effect of NO is not consistent with our fmding that hemoglobin, 3Br7NiNa and LY
$3583 increased EPP amplitude nor with die fact that hemoglobin also increased EPP
amplitude in die sartorius nmj (Lindgren and Laird, 1994). Interesflngly, in culmred
nmjs (Wang et al., 1995), the long lasting NO effects are induced after exposure to a
period of 20 min suggesting that a concentration andlor duration range of NO
exposures is required to produce die prolonged effects. Also, it is likely that the release
of endogenous NO differs from bath with NO donors in terms of concentration and
duration.
NO regiilation ofCa entryin newe terminais
The NO donor did not affect Ca2 responses evoked by single action potentials
but increased die responses induced by brief trains of stimuli, suggesting that NO
modulates a frequency-dependent Ca2 mechanism. Potential targets of NO might be
the sarcoplasmic Ca27ATPase pump winch is known to be S-nitrosylated by NO (Ishil
et al., 1998) and die 1P3 receptor known to be phosphorilated by PKGs (Haug et al.,
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1999). Neurotransmitter release at the frog nmj is controlled by these two Ca2”
regulatory mechanisms (Castonguay and Robitaille, 2000). Also, there is evidence
that NO facilitates N type Ca2” channel activation via a cGMP/PKG pathway
(Hirooka et aL, 2000), channels clustered at active zones of the frog nmj, regulating
transmitter release (Robitaille et aL, 1990; Cohen et aL, 1991). Regardless of the
mechanisms regulating Ca2 entiy, NO reduction of transmitter release at the
amphibian nmj cannot be explained by a reduction in Ca2 entiy, suggesting that a
regulation occurs after that step (Gray et aL, 1999). Our resuits ffirther suggest that
the reduction in transmitter release by NO at higher frequency of stimulation is
underestimated owing to the potentiation ofCa2 entiy by NO in those conditions.
Guanylate cydase-dependent and independent NO regiilation of fransmitter
release
The activation of a soluble guanylate cyclase leading to the production of
cGMP appears to be the main mechanism by winch NO modulates transmitter release
during low activity. Tins mechanism also appears to be involved in the regulation of
transmitter release at the immature nmj (Wang et al., 1995). At the frog nmj, NO
induced production of cGMP could activate cGMP-dependent protein kinase (PKG).
Tins possibi]ity is supported by the evidence that PKG is present together with NOS at
the rat nmj (Chao et aL, 1997) and that there is a PKG-dependent regulation of
transmitter release at a number of synapses (Gray et al., 1999; Yawo, 1999) including
the frog nmj (Branisteanu et aL, 198$).
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NO ngiilafion ofhigli frequency- and adenosine-induced synaptic depitssion
Our resuits indicate that depression of transmitter release induced by repetitive
stimulation at high frequency is modulated by NO as suggested by the reduction in the
arnount of depression in the presence of the NO scavenger. This is die first direct
evidence that the production and release of NO, as shown by the partial occlusion with
an NO scavenger, is directly involved in the modulation of synaptic depression at the
nmj.
Since transmitter release is similarly sensÇtive to the NO scavenger and the
guanylate cyclase inhibitor, the effect of the latter on synaptic depression should have
been also similar. However, the guanylate cyclase inhibitor did not reduce depression
but rather increased it. Hence, tins suggests that the NO-regulation of synaptic
depression occurs in a guanylate qrclase-independent manner. The increase in
depression may be due to die fact diat depression is proportionally largér to an increase
in transmitter release (Zucker, 1989; Pappas and Robitaille, unpublished observations).
However, a guanylate cyclase regulation of depression, unrelated to NO, cannot be
rulcd out. Consistent with the hypodiesis that synaptic depression is due to a reduced
availability of the vesicular pool (Zucker, 1989), NO could induce post-translational
changes of synaptic proteins involved in die SNAP/SNARE complex (Meffert et al.,
1994, 1996), leading to a regulation ofthe exocytosis-endocytosis cycle.
Unlike high frequency-induced depression, adenosine-induced depression
appears modulated by NO in a guanylate cyclase-dependent manner as suggested by
the partial occlusion of adenosine effects by an NO donor and die guanylate cyclase
inhibitor. Interestingly, Hirsh et al. (1990) reported that die adenosine depression was
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only partially occluded by the presence of cAMP analogues. Hence, one possibiity
might be that part of the effects of adenosine is mediated by an NO-dependent
activation of the guanylate cyclase/cGMP cascade. Ahernatively, NO may regulate
adenosine-induced depression by acting on the cAMP-dependent system perhaps via
the action ofcGMP on phosphodiestarase activity (Doerner et al., 198$).
Hence, our resuits suggest that there are two NO-dependent ffinctional
mechanisms at the frog nmj, each acting writhin a certain frequency range: the
regulation of NO at low level of transmitter release appears to occur via guanylate
cyclase-dependent mechanisms whereas NO regulation at higher level of transmitter
release appears to occur via cGMP-independent mechanisms. InterestingÏy, both
PKG(cGMP)- dependent and independent NO regulation of glutamate release have
been reported for rat hippocampal newe terminais where the former is associated with
low lcvel of NO production and the latter with high level of NO (Sequeira et al.,
1999).
Model ofNO regulaùon of syiiapfic efficacyat the nmj
Our resuits indicate the presence of guanylate cyclase-dependent and
independent regulation of transmitter release in a frequency-dependent manner and the
use of the NO chelator hemoglobin and the NOS inhibitor 3Br7NiNa indicates that
NO is produced tonically. In addition, there is evidence that an NOS is located in the
muscle fiber, concentrated at the endplate region (Brenman et aI., 1995) and in PSCs,
glial ceils at the nmj (Descarries et al., 199$). The muscular NO appears critical for
the consolidation of the synapse (Wang et aI., 1995). Based on this knowledge, we
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propose the following model of NO modulation of synaptic efficacy at the nmj where
the tonic production of NO would originate from the muscle fibers to serve as a
feedback signal for synapse maintenance (Figure 7A). The tonic NO production
would also reduce the sensitivity of PSCs to neurotransmitters since NO application
reduced the Ca2 responses elicited in PSCs by transmitter substances (Descarries et al.,
199$). in addition, this tonic production of NO by the muscle fibers would modulate
transmitter release at low level of activity. It is unlikely, in our experimental conditions,
that muscle fibers produced NO in an activity-dependent manner since muscle activity
was quite low owing to the partial block of postsynaptic receptors whereas the PSCs
were fully activated since they are unaffected by nicotinic antagonists (Jahromi et al.,
1992; Robitaifle et al., 1997). Hence, although a tonic gliai NO production cannot be
ruled out, we propose that the activity-induced, Ca2”-dependent NO production
originates from the PSCs (figure 7B) since thefr intraceliular Ca2” elevation is
frequency-dependent (Jahromi et al., 1992; Robitaille, 1995; Bourque and Robitaille,
199$). That rise in Ca2 would then activate neuronal NOS present in PSCs. This
guai NO production could mediate the PSCs modulation of synaptic depression at the
amphibian nmj (Robitaille, 199$; Castonguay et al., 2000).
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Figure 1. NO reduces neurotransmitter release at the frog neuromuscular junction.
A) Time course of changes in EPP amplitude (mV) before, during and after bath
application of SNAP (50 dVI). The bar represents the period of exposure to SNAP.
The effects of SNAP started after 5 min and were complete by 20 min. There was no
recoveiy, even afrer removal of SNAP from the perfusion. Similar resuits were
obtained in 9 experiments. B) Left, histogram ofthe mean ± S.E.M. (n=4) ofMEPP
frequcncy in control (open bar) and afrer a 30min exposure to SNAP (filled bar).
Right, histogram of the mean ± S.E.M. ofMEPP amplitude in control (open bar) and
after a 30 min exposure to SNAP (filled bar). Note that SNAP signfficantly reduced
MEPP frequency while it had no effect on MEPP amplitude (*: p> 0.05 Students
one-tail paired t test).
Figure 2. Inhibition of NOS and NO chelation potentiates synaptic transmission.
A) Changes in EPP amplitude before and during bath application of the NO
scavenger, hemoglobin (30 1M). The bar represents the period of exposure to
hemoglobin. Note that EPP amplitude increased in the presence of hemoglobin.
Similar resuhs were obtained in 5 experiments. B) Changes in EPP amplitude before
and during bath application of the neuronal NOS inhibitor, 3-Br7-NiNa (100 1M).
EPP amplitude was increased in the presence of the NOS inhibitor. Similar resuits
were obtained in 5 experiments.
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figure 3. Effects of NO on stimtilation-evoked Ca2” responses in newe terminais.
Ca2 responses obtained using the lime scan mode of the confocal microscope and
monitored over a newe terminal backfifled with Ca2”-green-1 Dextran. A) Top:
Grayscale confocal image of a branch of nenTe terminal loaded with Ca2”-green-1
Dextran. The white lime indicates the position of the une used to perform the lime scan
measurements. Bottom: grayscale image of the changes in fluorescence elicited by a
brief train of stimuli (100 Hz 100 ms) obseived using the lime scan mode of the
confocal. The top ofthe image is time O ms, the bottom is time 1024 ms (512 limes at
2 ms inteival). Note the elevation in fluorescence induced by the stimulation (bar). B)
Time course of Ca2 responses evoked by a single action potential in control (solid lime)
and after a 30 min exposure to SNAP (100 1iM) (dotted lime). Arrow indicates the
time of stimulation of the motor nenre. The peak and the duration of Ca2 responses
were unchanged in 4 experiments. C) Time course of Ca2 responses evoked by
stimulation of the motor newe (100 Hz, 100 ms) in control (solid lime) and after a 30
min exposure to SNAP (50 pM) (dotted me). Bar indicates the period of nenre
stimulation. NO signfficandy raised the amplitude of Ca2 responses in 10
experiments. D) Time course of Ca2 responses evoked by prolonged stimulation of the
motor nenre (100 Hz, 7 s) in control (solid lime) and after a 30 min exposure to SNAP
(50 M) (dotted lime). Bar indicates the period of nerve stimulation. In 10
experiments, Ca2* responses were unchanged in the presence of SNAP. Bar in A, 10
jim.
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Figure 4. NO activates the soluble guanylate cyclase-cGMP-depcndent pathway.
A) Changes in EPP amplitude before and during bath application of 8-Br-cGMP
(100 1iM), a ceil-permeable cGMP analog. The bar represents the period of exposure
to the cGMP analog. Similar resuits were obtained in 6 experiments. B) Changes of
EPP amplitude before and during bath application of LY-$3583 (40 1iM), a soluble
guanylate cyclase antagonist. Note the rise in EPP amplitude in the presence of the
soluble guanylate cydase antagonist. Similar resuits were obtained in 14 experiments.
C) Left, histogram of the mean ± S.E.M of MEPP frequency in control (open bar)
and after a 30 min exposure to LY-83583 (fjiled bar). Right, histogram ofthe mean ±
S.E.M ofMEPP amplitude in control (open bar) and after a 30 min exposure to LY
83583 (filled bar). In 6 experiments, LY-83583 raised MEPP ftequency and had no
effects on MEPP amplitude. D) Changes of EPP amplitude in control and during
bath application of LY-835$3 and LY-83583 simultaneously with SNAP. The bars
represent exposure to the different dmgs. In 6 experiments, LY-83583 (40 1M)
increased EPP amplitude and subsequent application of SNAP (100 1iM) had no
effect.
Figure 5. Regulation offrequency-induced synaptic depression by endogenous NO.
A) Changes in EPP amplitude expressed as percentage of control before, during and
after high frequency stimulation (10 Hz) of the motor nenre in absence (Control) and
30 min after bath perfusion of hemoglobin (30 1iM, Hemo). Similar resuhs were
obtained in 6 experiments. B) Histogram showing the average amount of depression in
control (63 ± 6 %, open bar) and with hemoglobin (49 ± 9 ¾, filled bar). In 6
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experiments, hemoglobin signfficantly reduced the proportion of synaptic depression (*:
p<O.O5 Smdent’s one-tail paired z’ test). C) Changes of EPP amplitude expressed as
percentage of control before, during and aftcr high frequency stimulation (10 Hz) of
the motor newe in absence (Control) and 30 min after bath perfusion of LY-$35$3
(40 LY-83583). Similar resuits were obtained in 5 experiments. D) Histogram
showing the average amount of depression in control (40 ± 11 %, open bar) and with
LY-$3583 (52 ± 12 %, filled bar). In 5 experiments, LY-835$3 signfficandy raised the
proportion of synaptic depression (*: p<O.OS Students one-tail paired z’ test).
Figure 6. Involvement of NO in adenosine-induced depression.
Changes in EPP amplitude expressed as percentage of control amplitude before, during
and after bath perfusion with adenosine (10 pM) following an application of SNAP
(50 1iM) for 30 min. The gray band represents the mean ± 1 SEM obtained when
adenosine was applied alone, with no prior treatment. Similar results were obtained in
6 experiments. B) Changes in EPP amplitude expressed as percentage of control
amplitude before, during and after bath perfusion of adenosine (10 1M) together with
LY-$3583 (40 F.JVI) following an application ofLY-$35$3 for 30 min. The gray hand
represents the mean ± 1 SEM obtained when adenosine was applied alone, with no
prior treatment. C) Histogram showing the average of adenosine-induced depression
expressed as a percentage of control EPP amplitude and obtained in the 3 conditions
tested. The amount of adenosine (ado) depression was signfflcandy reduced when the
NO-dependent mechanisms were activated (ado after SNAP) or when the cGMP
dependent cascade was blocked (ado with LY-835$3) (*: p<O.O5 ANOVA test).
177
figure 7. Model of differential frequency-dependent regulation of transmitter release
byNO
Diagram of a cross section of a frog nmj depicting a PSC covering the nenre terminal
facing a muscle fiber. A) Model of the tonic action of NO at the amphibian nmj
where we propose that the tonic production of NO originates from the muscle fibers.
This NO modulates transmitter release via a cGMP-dependent pathway while it may
keep the sensitivity of PSCs foi- various neurotransmitters in a reduced state. The
adenosine-induced depression is also regulated by the cGMP-dependent pathway
which is consistent with the fact that this form of depression occurs during low level of
transmitter release. B) Proposed model of the activity-dependent production of NO
by the PSCs. This would occur as a consequence of the activation of the PSCs during
prolonged and repetitive stimulations that would trigger the release of Ca2 from
internai stores and the activation ofthe neuronal type of NOS present in PSCs. Tins
NO would then be modulating the release of neurotransmitter in a cGMP
independent fashion, perhaps via direct protein modification that would alter the
availabiity of the synaptic vesicles for exocytosis or endocytosis. Abbr: PSC:
perisynaptic Schwann ceils, Ado; adenosine, GC: guanylate cyclase, NOS: NO
synthase, nt: newe terminal, mf: muscle fiber.
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9. DISCUSSION
L’article précédent avait pour but de répondre à trois grandes
questions. Qiels sont les mécanismes d’action du NO à la JNM? Est-il
synthétisé de façon endogène à la JNM ? Participe-t-il dans les
phénomènes de plasticité synaptiques que l’on rencontre à la JNM ?
9.1. Mécanismes d’action et caractérisation des
effets du NO
Tout d’abord, nous avons profité de cette étud pour caractériser
les effets du NO sur la transmission synaptique. Tout comme à la JNM
immature (Wang et al., 1995) et à la JNM du sartorius (Lindgren and
Laird, 1994), nous avons montré que le NO causait une diminution de
l’amplitude des PPMs. Cette diminution débutait environ 5 minutes
après l’application de donneurs de NO et était complète après environ 20
minutes. Nous avons aussi observé que la diminution de l’amplitude des
PPMs causée par une exposition de 30 min à un donneur de NO était
irréversible. Nous avons ensuite montré que les effets du NO étaient
présynaptiques puisqu’il réduisait la fréquence des PPMms sans toutefois
changer leur amplitude.
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Étant donné que le NO réduisait la relâche de neurotransmetteurs
et que celle-ci est étroitement contrôlée par le Ca2, nous avions émis
l’hypothèse selon laquelle les effets du NO étaient le résultat d’une baisse
de l’entrée de Ca2 dans les terminaisons nerveuses. A l’aide d’un
indicateur calcique fluorescent, nous avons testé les effets du NO sur
l’entrée de Ca2 dans les terminaisons nerveuses avec trois différents
protocoles de stimulation (stimulation unique, 100 Hz 100 ms et 100 Hz
7 s). Nous n’avons observé aucune réduction de l’entrée de Ca2 dans les
terminaisons nerveuses en présence de NO. Curieusement, en utilisant
un paradigme de stimulation de 100 Hz 100 ms, nous avons observé une
1— 1 1? •1 + 1 1 —iegere augmentation ae I entree ae a clans ies terminaisons nerveuses.
Les effets du NO sur la transmission synaptique pouvaient être
mimés par l’administration d’analogue du GMPc, suggérant que le NO
pourrait utiliser cette voie de signalisation pour moduler la transmission
synaptique. Cette hypothèse s’est confirmée lorsque les effets du NO
étaient bloqués par l’utilisation d’un antagoniste de la guanylate cyclase
soluble. Ces observations confirmaient l’hypothèse selon laquelle le NO
réduisait la relâche de neurotransmetteurs par le biais de la voie de
signalisation du GMPc.
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9.2. Production endogène de NO à 1aJNM
La plupart des études portant sur le rôle du NO reposait sur
l’utilisation de substances libérant du NO. Mais dans quelle mesure la
production endogène est-elle capable de moduler la transmission
synaptique ? La production endogène produit-elle des changements
significatifs ? L’utilisation d’hémoglobine, un désactivateur du NO,
permis de répondre à ces questions en mettant en évidence une
production endogène et tonique de NO à la JNM. En effet, l’amplitude
des PPMs était augmentée de plus de 20 % lorsque la préparation était
exposée à l’hémoglobine.
9.3. Implication du NO dans diverses formes de
plasticité synaptique
Nous avons ensuite testé l’implication du NO dans diverses formes
de plasticité synaptique. La légère augmentation dans l’entrée de Ca2
dans les terminaisons nerveuses laissaient croire que le NO pouvait
influencer les phénomènes de potentialisation à court terme de la JNM.
Pour tester cette hypothèse, nous avons vérifié les effets du NO sur la
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facilitation homosynaptique, en utilisant deux stimuli séparés de 10 ms.
En appui de cette hypothèse, nous avons observé une hausse significative
du niveau de facilitation (PPM2/PPM1 2,13 ± 0,15 en contrôle versus
2,25 ± 0,12, p<O,OS test de z’ de Student unilatéral pairé, N=5).
L’augmentation dans l’entrée de Ca2 dans les terminaisons nerveuses que
nous avons observée lorsque le nerf moteur était stimulé à 100 Hz durant
100 ms pourrait expliquer les effets du NO sur la facilitation
homosynaptique.
finalement, nous avons testé l’implication du NO dans les
phénomènes de dépression synaptique. Nous avons observé que
l’amplitude de la dépression synaptique dépendante de la fréquence était
réduite de 15 % lorsque le NO produit de façon endogène était désactivé
par l’hémoglobine. Parce que l’hémoglobine était appliquée durant plus
de 30 minutes avant l’induction de la dépression, nous pensons que la
production tonique de NO avait été neutralisée par l’hémoglobine et
qu’il existe une production phasique de NO, sous le contrôle de l’activité
synaptique à la JNM. De plus, le NO participerait à cette forme de
plasticité par un mécanisme indépendant du GMPc puisque les résultats
obtenus avec l’hémoglobine ne pouvaient être répétés avec un antagoniste
de la guanylate cyclase.
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Il était important de mener les expériences sur la dépression
dépendante à la fréquence de façon pairée. En effet, il existe une grande
variabilité dans l’efficacité synaptique selon l’endroit du muscle à partir
duquel les expériences sont menées (Robitaille et Tremblay, 1991). De
plus, il existe une corrélation positive entre l’efficacité synaptique et le
niveau de dépression synaptique atteint (Meriney and Grinneil, 1991;
Dittman et al., 2000). Pour contrer ces variabilités, nous avons su tirer
profit du fait que le phénomène de dépression synaptique dépendante de
la fréquence est parfaitement réversible. Nous pouvons donc conclure
que malgré le fait que la valeur moyenne de dépression obtenue en
présence d’hémoglobine et de LY-835$3 étaient semblables (environ 50
%), il nous fallait tenir compte des valeurs contrôles pour chacune des
expériences afin de mesurer l’effet de ces molécules.
Nous avons aussi testé l’implication du NO dans la dépression
causée par l’adénosine. Nous avons observé que le NO pourrait être
impliqué dans cette forme de dépression par des mécanismes dépendants
du GMPc. En effet, la dépression induite par l’adénosine était
significativement réduite lorsque la préparation était préalablement
exposée au NO. De plus, l’amplitude de la dépression était réduite en
présence d’un inhibiteur de la guanylate cyclase. Ces données indiquent
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que le NO et/ou l’activité de la guanylate cyclase sont en mesure
d’influencer la dépression induite par l’adénosine.
En résumé, cet article montre l’importance des mécanismes
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10. INTRODUCTION
Au chapitre précédent, nous avons vu que le NO était impliqué
dans la dépression synaptique dépendante de la fréquence par des
mécanismes indépendants du GMPc. Nous avons vu dans le chapitre
introductif que les mécanismes d’action du NO indépendants du GMPc
résultent de modifications post-transcriptionnelles de protéines. Les
travaux de Meffert et al. (1994; 1996) ont inspiré ce deuxième volet de
cette thèse. Dans un premier temps, ils ont montré que le NO causait
l’exocytose des vésicules synaptiques par un mécanisme indépendant du
Ca2 (Meffert et al., 1994). Ensuite, ils ont montré que les effets du NO
sur l’exocytose était indépendants du GMPc et que les interactions
protéiniques du complexe SNAP/SNARE étaient perturbées par le NO.
Nous avons donc émis l’hypothèse selon laquelle les effets du NO sur la
dépression synaptique dépendante de la fréquence à la JNM était le
résultat d’une telle réaction.
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Pour visualiser les effets du NO sur la biologie des vésicules
synaptiques, nous avons utilisé le FM4-64, un marqueur membranaire.
Dans le manuscrit suivant, nous montrons que la participation du NO
dans la dépression synaptique pourrait s’expliquer par une inhibition du
recyclage rapide des vésicules synaptiques.
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Nitric oxide (NO) is implicated in many forms of synaptic plasticity in the
newous system. furthermore, there is growing evidence that NO modulates exocytosis
and endocytosis mechanisms, suggesting that the regulation of synaptic vesicle (SV)
recycling may influence synaptic plasticity phenomena. At the neuromuscular junction
(NMJ), frequency-induced synaptic depression (depression) is an important plasticity
phenomenon that lias been attributed to decreses in SV or in neurotransmitter
availabffity. However, littie is known about the precise events leading to this form of
synaptic plasticity. Knowing that endogenously produced NO is implicated in
depression at the NMJ, we tested if NO could affect SV availability during depression
tbrough the modulation of SV recycing mechanisms. SVs were labeled with an
activity-dependent membrane marlier (PM 4-64) and imaged using fluorescent
confocal microscopy. We observed that during depression, FM 4-64 specffically
labeled a fast, short-lasting endocytotic mechanism that was inhibited by NO.
Exocytotic mechanisms were also influenced by NO during depression since FM 4-64
destaining was increased in the presence of NO and since buffering endogenously
produced NO with die NO-scavenger hemoglobin reduced FM 4-64 destaining. Our
data suggest that NO is an important modulator of SV recyding at the frog NMJ.
The nitrinergic inhibition of fast endocytosis provides a regulatory mechanism that may
participate in the building of depression at die frog NMJ.
Keywords: Synaptic vesicles, fM 4-64, nitric oxide, endocytosis, exocytosis.
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Synaptic plasficity is a key feature of the newous system (Trojan and Pokomy,
1999). Short-term changes in transmitter release or postsynaptic sensitivity greatly
influence the integration of neural information at synapses (Fortune and Rose, 2001;
Zucker and Regehr, 2002). A simple model to smdy short-term synaptic plasticity is
the neuromuscular junction (NMJ) where it is possible to monitor neurotransmission
at the level of a single, isolated synapse with ail synaptic eÏements presewed and intact.
The NMJ displays many short-term plasticity plienomena sucli as facilitation, post
tetanic potentiation, augmentation and depression (Zucker and Regehr, 2002). While
potentiation is often attributed to an accumulation of Ca2 (Zucker, 1999; Castonguay
and Robitaille, 2001) liffle is known about the ceilular mechanisms regulating
frequency-induced depression (depression). Statistic models have altematively
suggested that depression is caused by a decrease in release probability, in
neurotransmitter availabiity or both (revieSved in Zucker, 1989). The depletion
models suggest that neurotransmitter (Betz, 1970) or 5V availabuity (Moser and
Beutner, 2000) are determinant factors regulating depression. Therefore, endocytotic
activity, controiling 5V availability, might play a very important role in the building of
depression. Tins idea is supported by the observation that recoveiy from depression is
dependent on endocytosis kinetics (‘Nu and Betz, 1998).
Interestingly, in the central nervous system, NO lias been found to modulate
both exocytosis (Meffert et al., 1994) and endocytosis (Micheva et al., 2003) while, at
the frog NMJ, endogenously produced nitric oxide (NO) is implicated in depression
(Thomas and Robitaiile, 2001). Hence, we investigated the nitrinergic regulation of
SV recyding at the frog NMJ during depression.
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for this purpose, we imaged synaptic vesicles using fM 4-64, a dye that
reversibly stains lipid membranes (Betz and Bewick, 1993). These dyes are taken up in
SVs during endocytosis and diffuse out of SVs during exocytosis. Therefore,
fluorescence uptake measures endocytotic activity and fluorescence loss measures
exocytotic activity. fM dyes have been successfully used for the smdy of SV recydling
kinetics (Betz et aL, 1996; Angleson and Betz, 1997; Cochilla et aL, 1999). Moreover,
the use of FM dyes with different lipid-binding affinities and sizes has revealed the
coexistence of different recyc]ing mechanisms at synapses (Klingauf et aL, 1998;
Richards et aL, 2000).
Here we show that fM 4-64 selectively labeled a fast, short-lasting endocytotic
process that was inhibited by NO. In addition, fM 4-64 destaining was increased in
the presence of NO and reduced in the presence of NO-scavenger hemoglobin,
suggesting that exocytotic mechanisms were also modulated by NO. Our data suggest
that NO is an important endogenous regulator of SV recyding at the frog NMJ and




Rana pipiens frogs (Connecticut Valley Biological, Southampton, MA) were
double-pithed and immersed in normal ftog Ringers solution (120 mM NaC1, 2 mM
KCÏ, 1,8 mlvi CaC12, 1 mM NaHCO3 and 15 mM HEPES, pH: 7,20, ajusted with
NaOH). The cutancous pectoris muscle together with its innervation (pectora]is
proprius nenre) were then dissected and pinned into a Sylgard (Dow Coming
Corporation, Midiand, lvii) bottom-filled experimental recording chamber. The nenre
cut end was suctioned into a custom-made stimulation electrode. Ail cxperiments
were performed at room temperature (21-23 CC).
fluorescence imaging
Images were collected using a Bio-RAD (Hercules, CA) MRC 600
microscope mounted on an Olympus (Melviile, NY) BX51WI microscope equipped
with a 40x 0,80 NA, infmity-corrected water-immersion lens. The argon ion laser
beam was attenuated to 3% of maximal intensity using neutral density filters and the
514 nm excitation lime was used. Emitted fluorescence was filtered using a 550 nm
long-pass filter. Bfocal (T.A Goldthrope, University ofToronto) and ImageJ softwares
(1.32j Wayne Rasband, NIH) were used for off-lime image analysis.
Criteriafor setecting NMJs
When SVs are loaded with fM dyes, regularly spaced 1 im-wide fluorescent
dots (“puncta”) appear along the nenre terminais at active zones (Betz et aI., 1992).
Therefore, NMJ images were mot collected or were discarded during analysis when the
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staining did flot appear punctuated or when die staining looked like a “railroad track”
resulting from non-specffic loading of newe terminal membranes. In addition, NMJs
were flot imaged or analyzed when die overlying perisynaptic Schwann ceils (PSCs)
were loaded, to avoid any interference in fluorescent measurements.
FM 4-64 ÏoadingprotocoÏ
To load the newe terminais and to minimize die activation of PSCs,
preparations were stimulated at a Ïow frequency (1 Hz) for 30 min while exposed to
FM 4-64 in closed bath. The loading was considered maximal since no additional
fluorescence was obtained after that period of time when using die same stimulation
paradigm. fM 4-64 background staining was removed by changing 5 times die bath
with Ringer solution in which ADVASEP-7 (Cydex, Lenexa, KS, 1 mg/ml), a
su]fobuthyÏether f-cyclodextrin, was added (Kay et al., 1999).
Time course ofendocytosis
Endocytosis is a complex process that occurs with different kinetics (Richards et
al., 2000) and that can be influenced by die stimulation imposed on die synapse (Wu
and Betz, 1996). We therefore detailed the time course ofendocytosis using FM 4-64
as follow. Preparations were first perfùsed with normai frog Ringer solution with or
without SNAP (50 iM), an NO donor (Southam and Garthwaite, 1991), for 30 min.
Second, NMJs were loaded with PM dyes using 1 min or 30 s exposures at different
times following stimulation onset (delay time). After exposure, preparations were
washed to remove non-specffic loading and images ofNMJs were collected (768 x 512
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pixels at zoom 4). The time course of cndocytosis was obtained by plotting the average
pixel value of each NMJ according to their delay time.
Exocytosis
Muscle contractions were blocked with a-bungarotoxin, an irreversible blocker
of nicotinic receptors (Diyden et al., 1974). fM 4-64-loaded preparations were
pcrflased with normal frog Ringer solution wi± or without SNAP (50 1iM) or NO
scavenger hemoglobin (Toothiil, 1967; Murad et al., 197$) for 30 min. During
exocytosis, fM dye molecules get free in the synaptic clcft, causing a loss of
fluorescence from the nerve terminais. Therefore, destaining was used to evaluate
exocytotic activity. Destaining was performed during the induction of depression (10
Hz $0 s motor newe stimulation). For cadi muscle, 1 NMJ was imaged (192 x 12$
pixels at zoom 4) at every 0,645 s to follow tic destaining time course. Ail other
NMJs analyzed were imaged (76$ x 512 pixels at zoom 4) before and after stimulation
(from 3 to 6 NMJs per muscle). Fluorescence changes were expressed as:
%AF/F= (FF)/Frest x 100.
Drugs ana’ reagents
NaC1 was purchased from fisher Chemicals (fairlawn, NJ) and KC1,
NaHCO3, HEPES, CaC17, MgC1, and DMSO from Sigma (St-Louis, MO). Stock
solutions of S-nitroso-N-acetylpeniciilamine (SNAP, Calbiochem, Lajolla, CA) were
prepared in DMSO at 50 mM and stored at 4°C. Stock solutions of FM 4-64
(Molecular Probes, Eugene, OR) were prepared in DMSO at 4mM and 2 mM
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respectively and stored at 4CC. Additional dilutions into physiological solutions of
SNAP (50 jiM), fM 4-64 (4 iM) were made just before use. Hemoglobin (Sigma)
was added to physiological solutions just before use at 30 jilVi.
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RESULTS
Using FM 4-64 as a synaptic vesicle (5V) marker, we investigated the effects of
NO on (5V) recycling in our attempt to elucidate mechanisms responsible for its
participation in synaptic depression at the frog NMJ.
Does NO reduce FM 4-64 uptake during depression?
Because neurotransmitter availabiilty (Betz, 1970) as weil as synaptic vesicle
availability (Wu and Betz, 1998; Moser and Beutner, 2000) may lie important factors
contributing to depression and since NO can modulate endocytosis (Micheva et al.,
2003), we first examined the effects of NO on endocytosis time course.
NMJs were exposed to FM 4-64 for 1 min at different time relative to nenre
stimulation onset (delay time) to measure the time course of endocytotic activity. We
first cxamined FM 4-64 uptake during ànd after the induction of depression over a 6
min time frame. Six different loading exposures were used to detail endocytotic
activity at 1 min resolution (Fig. lA). As shown in Figure lB, approximately 90 % of
ail fM 4-64 endocytosis occurred during motor newe stimulation both in control and
in preparations treated with SNAP, an NO donor (Southam and Garthwaite, 1991).
Data were best fitted with one-phase exponential decay cunres (Y ‘max e),
where Fm is the maximal fluorescence value and k is the exponential decay rate. We
found that NO had two effects on fM 4-64 endocytosis. First, NO significandy
reduced the endocytotic activity in NMJs. Indeed, for the first two points (Figure lB,
O and 1 min delay times), fluorescence uptake was signfficantly reduced in the presence
of NO (p < 0,05 Stridents one-tailed t test for both loadings) as also indicated by the
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difference in the fitted maximal fluorescence uptake (fm: 60,74 ± 0,65 in control
versus 50,69 ± 0,18 in SNAP, p < 0,0001 Student’s two-tailed t test). Second, NO
significanily ahered endocytosis kinetics since the haIf-life (0,691k) of FM 4-64
endocytosis, the period where most endocytosis occurs, was reduced by about 50 % in
the presence of SNAP (37 s in control versus 19 s in SNAP, p < 0,0001 Student’s two
tailed t test).
Since FM 4-64 endocytosis duration was veiy short ( 1,5 min), we detailed the
first 2 min after stimulation onset using 30 s FM 4-64 exposures at different times
after the beginning of stimulation. Fluorescence uptake was reduced in the presence of
NO throughout the entire motor newe stimulation. Indeed, maximal fluorescence
uptake at exposure delay times O and 30 s were both significandy smafler in the
presence ofthe NO donor than in control (0-30 s time frame: 47,66 ± 3,29 N=5 n=60
in control vs 32,6 ± 3,249 N=4 n=44 xth SNAP,p < 0,001 Students one-talled t test;
30-60 s time frame; 34,30 ± 5,202 N=4 n32 in control vs 21,38 ± 3,78N=4 n=44 with
SNAP p < 0,05 Students one-tailed t test).
Hence, our data indicate that fM 4-64 specffically labeled a fast and short
lasting endocytotic process occurring during die induction of depression. Fast
endocytosis is believed to be responsible for the replenishment of the readily-releasable
pool (RRP) of SVs at the NMJ (Richards et al., 2000; Richards et al., 2003). AIso, we
found that the effects of NO on fast endocytosis are not temporaily restricted but
radier resuhs from an overali inhibition of endocytotic mechanisms. As a whole, our
data indicate that NO is an important modulator of fast endocytosis at die NMJ since
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flot oniy it inhibitcd the maximal activity of this mechanism but it also reduced its
duration.
NO modulates exocytosis duringdepression
Endocytotic and exocytotic mechanisms are part of a finite vesicular Ïoop and
are constantly influencing each offier (Betz and AngÏeson, 199$; Betz and Richards,
2000). The amount of SV membrane addition during exocytosis will determine the
amount of SV membrane to be retrieved through endocytosis and vice-versa: the
amount of SV membrane retrieval during endocytosis wiil determine the number of
SV avallable for exocytosis. Therefore, the reduction of fast endocytosis by NO could
be the resuit of two different mechanisms: a decrease in exocytosis or an inhibition of
endocytosis. To determine how NO regulates SV recycling at the NMJ, we monitored
FM 4-64 destaining during depression. If NO decreases exocytosis, a reduction in
destaining will be obsenred. On the other hand, if NO inhibits fast endocytotic
mechanisms during depression, this inhibition is likely to impair SV recycling and may
increase the need for recniltment of SVs in order to maintain neurotransmission. If
this is so, this additional recmitment in SVs should affect the rate and increase the total
amount of destaining when monitoring exocytosis with FM dyes. These two
hypotheses were tested by monitoring the effects of NO on exocytosis during
depression.
Preparations were first loaded with FM 4-64 (1 Hz 30 min motor newe
stimulation and fM 4-64 exposure, fig. 2A Protocol) and then perfùsed with Ringer
solution alone or with drugs for 30 min. Destaining, caused by a second round of
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stimulation in the absence of dye in the bath medium, was used to evaluate exocytosis.
In ail experiments, images of NMJs were taken before and after stimulation.
Additionaily, one NMJ per muscle was imaged during the stimulation to foilow fM
4-64 destaining kinetics (Fig. 2B,C). In control experiments, 10 Hz $0 s newe
stimulation caused a 37 ± 1,4 % fluorescence Ïoss (N=5, n=18, Fig. 5B,D). NMJs
treated with SNAP showed a smail but signfficant increase in fluorescence loss during
depression (42 ± 1,5 %, p < 0,0001 one way ANOVA, p < 0,05 Dunnet’s post-test,
N4, n=27, Fig 2B,D). These restilts indicate that NO increases rather than decreases
the total amount of fluorescence loss during depression, possibly due to perturbed
endocytosis.
At the frog NMJ, it has been proposed that an activity-dependent production
of NO occurs during depression (Thomas and Robitaille, 2001). Endogenously
produced NO participates in depression by cGMP-indepcndent mechanisms and its
effects can be blocked by hemoglobin, an NO scavenger (Toothiil, 1967; Thomas and
Robitaiile, 2001). Therefore, we tested whether chelating NO produced during
depression would have effects on destaining. Indeed, interfering with endogenous NO
release during depression with hemoglobin (30 pM) reduced fluorescence loss to 30 ±
1,4 % (p < 0,000 1 one way ANOVA, p < 0,05 Dunnet’s post-test, N=3, n=9; Fig.
2D). These resuits indicate that endogenous NO signfficantly affects SV recycling
during depression at die NMJ.
We next examined whether FM 4-64 destaining kinetics were also modulated
by NO-dependent mechanisms. For ail preparations used, one NMJ was selected and
imaged at eveiy 0,645 ms during destaining. Destaining time course for each
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experimental condition were averaged and fitted with exponential decay cunres (y f
e, data flot shown). Destaining rate was increased in the presence of SNAP (k:
0,0227 ± 0,0004, N4 in SNAP vs k: 0,0188 ±0,0002, N=5 in control) and reduced
when endogenous NO was buffered with hemoglobin (k: 0,0115 ±0,0004, N=3). Both
SNAP and hemoglobin changes in destaining rate were highly signfficant (p < 0,000 1
one way ANOVA, p < 0,00 1 Dunnets post-test). These resuits are consistent with the
hypothesis that the inhibition of fast endocytosis by NO influence recmitement of SVs
during depression at the NMJ.
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DISCUSSION
In this smdy, we investigated the effects of NO on SV recycling during and
following synaptic depression at the frog NMJ using fM dyes. We found that NO
inhibited a rapid, short-lasting endocytotic process that could be specfficaÏly labeled
wiffi fM 4-64. We also found that NO increased, and hemoglobin reduced FM 4-64
destaining during depression. Overail, our data suggest that NO is an important
modulator of SV recycling at the ftog NMJ and that NO-dependent depression at this
synapse is likely caused by an inhibition ofPast SV recycling mechanisms.
Fast and slow recycling at the NMJ
Endocytotic mechanisms are reported to follow several kinetics: from “ultra
fast” kiss-and-mn mechanism (Paifrey and Artalejo, 1998) to fast clathrin-dependent
endocytosis (Takei et aI., 1996) and fmally through a slow pathway involving cistemae
intermediates (Richards et al., 2000; Richards et al., 2004). Fast processes were shown
to be fttnctionally coupled to RRP recydling whereas slow processes are involved in RP
recydling (Richards et al., 2000; Richards et al., 2003; Rizzoli et aI., 2003).
The endocytotic mechanism labeled by FM 4-64 in this smdy had a haif-Ufe of
about 35 s (Figure 1). Tins measure is in the range of FM 1-43 uptake dynamics
previously reported at the NMJ (half-life: 23 to 57 s using 30 Hz stimulations during
10 and 60 s respectively, see Wu and Betz, 1998). FM 4-64 has been reported to
have similar staining properties than FM 1-43 at the NMJ (Richards et aI., 2000).
Although there is some mixing of 5V5 from the RRP and the resenre pool (10 to 20
%/h, Henkel et al., 1996b; Richards et aI., 2000), and that FM 4-64 distribution was
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flot verificd at the electron microscopy level using photoconversion (Henkel et al.,
1996a), it is likeÏy that fM 4-64 labeled synaptic vesides of the RRP. Indeed, whcn
SVs from the resenre pool are loaded, a 10 to 15 s lag in destaining is seen (Richards et
al., 2000), winch is flot the case in the experuTients presented here (Figure 2), where
destaining occurs immediately after stimulation onset. In addition, NMJ fresiny
loaded with FM 4-64 could be destained immediately after loading (data flot shown), a
criteria defining RRP labehng and fast SV recycling. finafly, for the destaining
expenments, the mild tempo of the loading protocol used (1 Hz stimulation) is
unlikely to have recmited veiscles from the reserve pool. Therefore, h is likely that fM
4-64 mainly labeled vesicles ofthe RRP in tins study.
Endocytosis and exocytosis are part ofa limite loop
The main conclusion of tins smdy is that NO reduced and shortened fast
endocytosis during and following the induction of depression. The inhibition of fast
endocytosis by NO could jeopardize membrane integrity and ftinction at active zones if
SV membranes are flot retrieved from the plasma membrane (Delgado et al., 2000).
Indeed, an inhibition of fast endocytotic activity, especially during ingh-frequency
firing, is likely to cause SV membrane accumulation at the presynaptic membrane. It
would be interesting to smdy wheffier other endocytotic mechanisms, e.g. slow SV
recycling, would be upregulated to maintain synaptic structure.
Knowing that endogenous and exogenous NO reduce transmitter release at the
frog NMJ (Lindgren and Laird, 1994; Thomas and Robitaille, 2001), intuitively, one
should have expected exocytosis measurements (FM 4-64 destaining) to be also
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reduced since they are directly related ta transmitter release. However, our data
showed exactly the opposite, that is, that NO increased destaining radier than reducing
it.
There are twa possible interpretations of these observations. Ffrst, NO may
have opposite effects on exocytotic and endocytotic mechanisms, die former being
potentiated and the latter being reduced. Interestingly and consistent with tins
hypothesis, we reported in our previous study that NO increased Ca2 entry in newe
terminais during high-frequency activity (Thomas and Robitaille, 2001). Increased
intracellular Ca2” levels would drive a greater number of vesicles ta fuse with die
membrane, causing greater FM destaining. In this scenario, the combination of an
increase in exocytosis together with an inhibition of fast endocytosis is likely to cause
depletion of SV pools. In agreement with the depletion model, the participation of
NO in dèpression may be die resuit of a decrease in SV availability leading evenmally
ta a net reduction of transmitter release. However, die effect of hemoglobine on
depression (Thomas and Robitaille, 2001) and it’s effect on fM4-64 destaining
presented here are flot in agreement with this hypothesis.
Othenvise, NO may have affected exocytosis indirecdy tbrough its actions on
endocytosis. In tins scenario, die inhibition of fast endocytosis by NO during high
frequency activity, when it is needed die most, may increase die need for recniitment of
SVs in order ta maintain neurotransmission. Since fM 4-64 labeled primarily fast
endocytotic mechanisms, h appears likely diat die additional fM 4-64 destaining resuit
from recruitment of synaptic vesicles from the RRP as discussed above (Richards et al.,
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2000; Richards et ai, 2003). Hence, the net increase in FM 4-64 destaining may be
caused by compensatoiy SV recruitment rather than a direct increase of exocytosis.
Putative NO-dependent mechanisms for SVrecycling modulation
We previousÏy reported that NO modulates depression at the NMJ via cGMP
independent mechanisms (Thomas and Robitaifle, 2001). Nitrinergic cGMP
independent mechanisms ofren implicate redox signaling or post-translational protein
modifications such as palmitoylation and nitrosylation (Stamier, 1994). There are
numerous proteins involved in exocytosis and endocytosis that could be affected by
NO. for example, NO may nitrosylate proteins from the SNAP/SNARE complex
and modifr important protein-protein interactions implicated in SV recycling (Sudhof,
1995). Also, NO is known to cause Ca2-independent exocytosis tbrough nitrosylation
of VAMP, SNAP-25 andlor syntaxin in synaptosomes (Meffert et ai, 1994; Meffert
et al., 1996). This is one mechanism that could explain the apparent increase in
exocytosis caused by NO.
Aftematively, NO is known to modulate palmitoylation of proteins (Hess et
al., 1993; Adam et ai, 1999). The vesicular protein synaptotagmin is subject to this
form of post-translational modification (Heindel et al., 2003) and is a putative target
for NO since it lias been reported to play a role in endocytosis (Virmani et ai, 2003).
As an additional mechanism, NO is also known to induce changes in
cytoplasmic pH levels (Khan, 1995; Vincent et ai, 1999) and intracellular acidification
is known to inhibit endocytosis (Lindgren et ai, 1997; Smith et ai, 2002). Therefore,
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modulation ofpH levels appears as another putative mechanism for the actions of NO
on fast endocytosis.
Endogenous NO modulates depression tbrougli the inkibition of fast
endocytosis at the frog NMJ
In a previous study, we showed that synaptic depression at the NMJ was in part
caused by die release of endogenous NO (Thomas and Robitaifle, 2001). Hence, our
observation on die mechanisms of action of NO provides a first direct evidence of the
mechanisms explaining synaptic depression at the amphibian NMJ. Indeed, the
inhibition of fast endocytosis and perhaps also the increase in exocytosis during
sustained stimulation should decrease SV availabffity and favor the building of
depression (Betz, 1970; Wu and Betz, 199$; Moser and Beumer, 2000). Importantly,
the use of hemoglobin as an NO chelator revealed that an endogenous modulation of
SV recycling by NO occurs during the induction of depression as indicated by its
effects during destaining experiments.
At the frog NMJ, endogenous NO could originate from the muscle fibers or
the perisynaptic Schwann ceils (PSCs), glial ceils at this synapse. Indeed, NO
synthase, die enzyme producing NO, has been obsewed in these celli.ilar elements
(Descarries et al., 199$; Ribera et al., 199$). PSCs are ofparticular interest since it has
been shown diat they modiilate synaptic depression (Robitaille, 199$) and that they are
activated by transmitter release at levels of activity encountered during svnaptic
depression (Jahromi et aL, 1992). Furthermore, NO synthesized in muscle fibers may
also contribute to this phenomenon as suggested by recent observations that die NO-
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dependent depression may be mediated by glutamatergic mechanisms via metabotropic
receptors located on the membrane at the endplate area (Pinard et aL, 2002).
Therefore, PSC- andlor muscÏe-produced NO could modulate depression by
inhibiting fast endocytosis as presented in the current work. This suggests that synaptic
depression at the amphibian NMJ is under the regulation of non-neuronal ceils.
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Figure 1. NO inhibits a rapid and short lasting endocytotic mechanism during
frequency-induced depression. A) ProtocoÏ: endocytotic activity was monitored
during 6 min after onset of frequency-induced synaptic depression (10 Hz, 60 s motor
newe stimulation). Each preparation was loaded once with one ofthe six different FM
4-64 Ïoadings, differing each in delay time and exposure duration by 1 min. B) Time
course of FM 4-64 endocytosis in control (squares, solid lime) and in the presence of
SNAP (50 1M, triangles, dotted lime). Number of muscles (N) and NMJs (n) above
the cunres represent the control population whereas the ones below the cunre represent
the SNAP-treated population. Note that most Fl\4 4-64 uptake (z 90 %) occurred
during stimulation. Control (solid une) and SNAP (dotted lime) data were best fitted
by one-phase exponenfial decay curves (y = F,, e). Using the decay constant k, the
period where most uptake occurred was determined (haif-life: 0,691k). SNAP reduced
FM 4-64 uptake duration by about 50 % (Haif-life: 37 s in control, 17 s with SNAP,
p < 0,0001 Student’s two-tailed t test).
Figure 2. NO modulates exocytosis. A) Protocol: NMJs were loaded wiffi FM 4-64
during motor newe stimulation (1 Hz, 30 mm). Background staining of lipid
membranes was removed with ADVASEP 7 (1 mg/ml). Preparations were then
perfttsed for 30 min in the presence of control solution or drugs. Destaining was
performed during ftequency-induced synaptic depression (10 Hz, $0 s). B) Example of
NMJ fluorescence time course in a control experiment before, during and afier motor
newe stimulation (10 Hz $0 s). Insets show grayscale images of the NMJ analyzed
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before and afrer stimulation. C) Example of NMJ fluorescence time course in the
presence of SNAP before, during and after motor newe stimulation (10 Hz $0 s).
Insets show grayscale images of the NMJ analyzed before and after stimulation. D)
Bar graph of the percentage of fluorescence loss in control (light gray bar), in the
presence of SNAP (50 1IV1, open bar) and in the presence of NO-scavenger
hemoglobin (30 1M, dark gray bar). SNAP significandy increased and hemoglobin
significantly decreased fluorescence ioss caused by the induction of frequency-induced
synaptic depression (*: p < 0,0001 one-way ANOVA, p < 0,05 Dunnett’s post-test).
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11. DISCUSSION
Cet article avait pour but de vérifier les effets du NO sur le cycle
des vésicules synaptiques. À l’aide du PM4-64, nous avons observé une
inhibition de l’endocytose par le NO affectant principalement un
recyclage vésiculaire de type rapide. Cette inhibition avait des
répercussions jusque dans la cinétique de l’exocytose de PM4-64.
11.1. Inhibition sélective du recyclage vésiculaire
rapide par le NO
Dans notre étude, nous avons remarqué que le FM4-64 marquait
les vésicules synaptiques dans un laps de temps très court. En fait, le
mécanisme d’endocytose révélé par ce marqueur était temporellement
restreint autour de la période de stimulation nerveuse. Ce marqueur
semble donc être capable de mesurer l’activité d’un mécanisme
d’endocytose de type rapide de façon spécifique.
Nous avons observé que le NO réduisait à la fois la quantité de
EM 4-64 incorporée dans les terminaisons nerveuses et à la fois la durée
du recyclage vésiculaire rapide. Cette inhibition de l’endocytose rapide
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par le NO survient dans un moment où les terminaisons nerveuses ont le
plus cruellement besoin de ce mécanisme. Comme il a été démontré,
d’autres mécanismes de recyclage vésiculaires existent (Richards et aL,
2000) et il est fort probable que ces mécanismes soient recrutés
davantage afin de maintenir l’équilibre membranaire des terminaisons
nerveuses. Toutefois, cette éventuelle compensation, par des mécanismes
lents (Richards et aL, 2000), ne saurait prévenir la rareté vésiculaire
momentanée qui se produit durant la dépression.
11.2. La participation du NO dans la dépression
À la lumière de nos données, il nous apparaît que le NO pourrait
participer dans l’établissement de la dépression synaptique en créant une
rareté vésiculaire. En effet, l’inhibition du recyclage rapide pourrait, en
période d’activité intense, favoriser l’épuisement des stocks vésiculaires.
Nos données s’inscrivent donc en accord avec le modèle de déplétion
selon lequel la disponibilité des neurotransmetteurs est un facteur crucial
déterminant le développement de la dépression synaptique.
Parce que le recyclage vésiculaire rapide est important pour le
maintien du RRP, parce que cette forme de recyclage est concomitante
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avec le développement dc la dépression synaptique et parce que la
disponibilité des neurotransmetteurs est un facteur important de la
dépression, notre étude indique que l’implication du NO dans la





12. LE NO EST UN MODULATEUR
ENDOGÈNE IMPORTANT À LAJNM
Les résultats présentés dans cette thèse montrent que le NO est un
modulateur de la transmission synaptique et du recyclage vésiculaire,
impliqué dans des phénomènes de plasticité synaptique à la jonction
neuromusculaire, plus particulièrement dans la dépression synaptique
dépendante de la fréquence. Dans cette discussion, nous reverrons
brièvement les différents effets synaptiques du NO à la JNM et
discuterons de l’impact de ceux-ci sur les différents modèles, concepts
proposés pour expliquer les phénomènes de plasticité synaptique. Dans
la section suivante, je vous proposerai un modèle pour expliquer les
diverses fonctions du NO à la JNM et ce, en intègrant les effets
métaboliques du NO à cette synapse. Finalement, à la lumière des
résultats présentés et de données préliminaires qui seront inclues ici, je
vous présenterai un modèle de travail montrant les boucles de régulation
de la production de NO des divers composants cellulaires de la JNM.
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12.1. Résumé des effets synaptiques du NO
Cette section a donc pour but de discuter des principaux résultats
expérimentaux de cette thèse. Nous traiterons très brièvement de la
complicité potentielle entre l’adénosine et le NO dans les phénomènes de
dépression à la jonction neuromusculaire. Nous verrons aussi comment
les mécanismes d’action du NO varient selon les tissus étudiés mais aussi
selon l’état des synapses et/ou la concentration atteinte de NO. Nous
verrons ensuite que les résultats présentés dans cette thèse supportent la
théorie du modèle de déplétion pour expliquer la dépression synaptique
mais, qu’en plus, ils proposent enfm un mécanisme par lequel la
dépression pourrait se produire. Finalement, un schéma illustera les
principales observations des effets du NO à la JNM d’amphibien (Figure
12).
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12.1.1. CARACTÉRIsTIQuEs DES EFFETS DU NO ET DE
L’ADÉNOSINE SUR LA TRANSMISSION
SYNAPTIQUE ET INTERACTIONS POTENTIELLES
ENTRE LEURS MÉCANISMES D’ACTION
RESPECTIFS
Dans cette section nous reverrons, dans un premier temps, les
similitudes entre les effets de l’adénosine et le NO sur la transmission
synaptique. Ensuite, la possibilité que ces deux molécules utilisent des
mécanismes moléculaires communs ou qu’elles soient en mesure de
moduler leurs mécanismes d’action defaçon réciproque sera discutée.
12.1.1.1. Similitude des effets du NO et de
l’a&nosin e
Le NO et l’adénosine sont des neuromodulateurs importants dont
les effets sont similaires à la jonction neuromusculaire. Tout d’abord les
deux molécules causent une dépression synaptique attribuée à une baisse
dans la probabilité de relâche de neurotransmetteur (Redman and
Silinsky, 1994; Thomas and Robitaille, 2001). Ensuite, nous avons vu
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que ces deux molécules modulent la transmission synaptique par un
mécanisme n’affectant pas les niveaux calciques des terminaisons
nerveuses (Redman and Silinsky, 1994; Robitaille et al., 1999; Thomas
and Robitaille, 2001). De plus, l’adénosine est un modulateur de la
dépression synaptique induite par la fréquence de stimulation (Meriney
and Grinnell, 1991) et l’article présenté dans le troisième chapitre
indique clairement que le NO est aussi impliqué dans cette forme de
dépression synaptique (Thomas and Robitaille, 2001).
12.1.1.2. Interactions moléculaires potentielles des
mécanismes d’action du NO et de l’adénosine
Dans l’article présenté dans le troisième chapitre nous avons
effectué quelques expériences afin de déterminer si le NO et l’adénosine
avaient des mécanismes d’action communs ou des interactions
réciproques entre leurs mécanismes d’action respectifs (Thomas and
Robitaille, 2001). Nos données suggèrent que les deux molécules
possèdent leur propre voie de signalisation mais qu’il existe des
mécanismes permettant à ces voies de se moduler de façon réciproque.
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Nous avons remarqué, qu’après une activation des mécanismes
d’action dépendants du NO, que la dépression induite par l’adénosine
était légèrement réduite (Thomas and Robitaille, 2001). Il en était de
même lors de l’utilisation d’un antagoniste de la guanylate cyclase
soluble.
L’action de l’adénosine impliquant un récepteur A1 (Redman and
Silinsky, 1994), les mécanismes d’action de l’adénosine sont liés à la voie
de signalisation de Ï’AMPc (Ribeiro and Dominguez, 197$; Silinsky,
1984; Hirsh et al., 1990) Nous avons montré que certains effets du NO
sur la transmission synaptique, dont son effet sur la dépression induite
par l’adénosine, sont dépendants de l’activation d’une guanylate cyclase.
Il apparaît évident que le NO et l’adénosine, bien que leurs effets soient
similiaires, utilisent des voies de signalisation qui sont classiquement
antagoniste. Par exemple, la protéine G1 fut appelée ainsi parce qu’elle
causait une baisse dans les niveaux d’AMPc cellulaire avant qu’il soit
démontré qu’elle causait, en fait, une élévation des niveaux de GMPc
(Lee et al., 198$). Les nucléotides cycliques de ces deux voies de
signalisation peuvent activer des phosphodiestérase (Doerner and Alger,
198$; Lee et al., 198$) qui créent une inhibition réciproque de ces voies.
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Il est plus que probable que la modulation par le NO de la dépression
induite par l’adénosine soit le fruit d’une telle communication entre les
voies de l’AMPc et du GMPc.
12.I.2.DIVERSITÉ DES MÉCANISMES D’ACTION DU
NO
Les effets et les mécanismes d’action du NO sont sous l’influence
de plusieurs variables : les tissus étudiés, l’état de la synapse et, enfm, de
la concentration atteinte de NO.
12.1.2.1. Effits dependants des tissus observes
Le NO est un neuromodulateur à plusieurs visages. Comme nous
l’avons vu dans l’introduction, il est tantôt un messager rétrograde, tantôt
considéré comme un neurotransmetteur. Les effets synaptiques du NO
sont grandement influencés par les espèces étudiées, système étudié et
même les synapses étudiées. Par exemple, dans le système nerveux
central de l’aplysie, le NO est le neurotransmetteur de la synapse entre le
neurone mecanoafférent C2 et la cellule métacérébrale dans le ganglion
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cérébral (Koh and Jacidet, 1999). Le NO agit à cette synapse par la
formation de GMPc et, pourtant, cette synapse est excitatrice.
Curieusement, toujours dans le système nerveux central de l’aplysie, il a
été montré que les effets neuromodulateurs du NO sur les synapses
cholinergiques dépendaient de la nature (excitatrice ou inhibitrice) de la
synapse (Mothet et al., 1996). En effet, les synapses cholinergiques
excitatrices étaient modulées à la hausse par des mécanismes dépendants
du GMPc alors que les synapses inhibitrices étaient modulées à la baisse
par des mécanismes d1ADP-ribosylation (Mothet et al., 1996). Cette
diversité se retrouve aussi chez les mammifères alors que le NO est
impliqué dans des phénomènes de plasticité synaptique totalement
opposés comme la LTD et la LTP (Haley et al., 1992; Calabresi et al.,
1999).
Dans le cas du système nerveux périphérique, les effets du NO
sont majoritairement inhibiteurs que ce soit au niveau des viscères (Rand
and Li, 1995) ou des vaisseaux sanguins (Ignarro et al., 1981), le NO
cause une relaxation de la musculature lisse par un mécanisme dépendant
du GMPc. Au niveau de la musculature striée ou volontaire, le NO
cause aussi une relaxation des fibres musculaires et réduit la tension
générée par celles-ci (Kobzik et al., 1994). Nous savons maintenant que
les effets du NO sur la musculature striée est le résultat d’une modulation
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inhibitrice de la transmission cholinergique que ce soit chez le rat
(Malomouzh et al., 2003), l’écrevisse (Aonuma et al., 2000) ou chez la
grenouille (Lindgren and Laird, 1994 et les résultats présentés dans cette
thèse). Il existe pourtant de légères différences dans les mécanismes
d’action du NO à la JNM selon les tissus étudiés. Par exemple, chez le
rat, le NO inhibe la relâche non-quantique d’ACh par un mécanisme
dépendant du GMPc, ce qui a pour effet d’hyperpolariser les fibres
musculaires (Malomouzh et al., 2003). Chez l’écrevisse, les effets du
NO ont été décrits mais les mécanismes d’action n’ont toutefois pas
encore été élucidés.
Dans cette thèse, nous avons montré que le NO, à un niveau
d’activité synaptique faible, agit de façon présynaptique en réduisant la
relâche de neurotransmetteurs par un mécanisme dépendant du GMPc.
Nous avons montré que le NO n’affectait pas l’amplitude des PPMms
mais réduisait d’environ 50 % la fréquence de ceux-ci. Pourtant, la seule
autre étude faisant état des effets du NO à la JNM de grenouille avait
montré que le NO n’affectait aucun des paramètres des PPMms
(Lindgren and Laird, 1994). Cette différence ne peut s’expliquer que par
une différence dans le muscle étudié. En effet, l’étude de Lindgren &
Laird a été menée à l’aide de la même espèce de grenouille mais en
utilisant un muscle et un donneur de NO différent. L’hypothèse d’un
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effet dépendant du donneur de NO ftit mise de côté lorsque nous avons
obtenu les mêmes effets sur les PPMms en utilisant cet autre donneur de
NO (Thomas and Robitaille, 2001). La seule variable restante est celle
du muscle étudié. Notre étude a porté sur le cutaneuspectoris, un muscle
« blanc » à contraction rapide et à innenrafion phasique alors que l’étude
de Lindgren & Laird ffit conduite à la JNM du sartorius, un muscle à
contraction lente et à innervation tonique. Ces deux muscles montrent
de nombreuses différences métaboliques et synaptiques qui sont reliées à
leur fonction physiologique (Grinnell and Herrera, 1980). Il est quand
même surprenant qu’une si grande différence d’effet du NO sur la
probabilité de relâche de neurotransmetteurs (fréquence des PPMms)
existe alors que l’effet final sur la. transmission synaptique est, à peu de
choses près, identique. Cette différence sera peut être expliquée lorsque
l’on connaîtra la ou les cibles des systèmes dépendants du GMPc à ces
synapses.
A la lumière de toutes ces variantes mécanistiques influencées par
la cellule, le système ou l’organisme étudié, on peut affirmer que la voie
de signalisation utilisée par le NO va être déterminée, en grande partie,
par les systèmes effecteurs présents dans les cellules qui seront exposées
au NO. Il apparaît donc que les systèmes nitrinergiques sont des
systèmes grandement adaptés aux différents contextes que l’on retrouve
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dans les organismes biologiques. C’est certainement aussi pour cette
raison que l’on retrouve une si grande diversité dans la distribution des
différentes isoformes de NOS dans les organismes vivants (Salter et al.,
1991).
12.1.2.2. Effets de7iendants de l’activité synaptique
Les effets du NO peuvent aussi être influencés par l’état des
synapses, leur historique d’activation, leurs mécanismes de plasticité en
fonction au moment de l’arrivée du NO. Chez l’aplysie, l’effet du NO
sur les synapses cholinergiques dépend de i’activité synaptique imposée
de façon expérimentale (Mothet et al., 1996). Dans cette thèse, nous
avons montré que les effets du NO durant le phénomène de dépression
synaptique dépendante de la fréquence sont causés par des mécanismes
indépendants du GMPc. Il semble donc que lorsque des mécanismes
cellulaires supplémentaires sont recrutés lors de phénomènes de
plasticité, de nouvelles cibles du NO, jusqu’alors insoupçonnées,
apparaissent » en quelque sorte et montrent une nouvelle voie de
signalisation utilisée par le NO. Ces observations montrent encore
l’importance des systèmes effecteurs présents et actifs dans la
détermination des mécanismes d’action utilisés par le NO.
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12.1.2.3. Effets dependants de la concentration
La concentration de NO peut-elle influencer les mécanismes
d’action recrutés par le NO ? Il est vrai que dans le système nerveux
central, la concentration de NO atteinte dans les tissus est un facteur
important qui va déterminer si le NO aura des effets bénéfiques ou
dévastateurs (Dawson et aL, 1991b; Lipton et al., 1993). D’ailleurs, la
haute concentration de NO générée par les iNOS serait grandement
responsable des effets cytotoxiques des macrophages et neutrophiles
(Dawson et al., 1991b; Lipton et al., 1993; Schmidt and Walter, 1994).
La haute affinité du NO pour les groupements hèmes pourrait
expliquer le fait que la plupart des effets du NO sont dûs à l’activation de
la guanylate cyclase de type soluble. Il se pourrait alors que les autres
mécanismes d’action soient le résultat d’une saturation de cette voie de
signalisation ou même l’absence d’une telle voie. Par exemple, dans des
synaptosomes préparés à partir d’hippocampe de rats, le NO réduit la
relâche de neurotransmetteur par un mécanisme dépendant du GMPc et
de la PKG à basse concentration, alors qu’il agit par des mécanismes
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indépendants du GMPc à haute concentration (à partir d’environ 100
1iM, Sequeira et al., 1999).
Est-ce qu’une différence dans la concentration de NO pourrait
expliquer ses effets différentiels lors de la transmission synaptique et lors
de la dépression synaptique à la JNM ? L’utilisation d’un bloqueur de la
NOS ainsi que de l’hémoglobine a pu mettre en évidence une production
endogène tonique de NO à la JNM. En outre, les effets de
l’hémoglobine sur la dépression synaptique, après que cette production
tonique ait été tamponnée durant 30 minutes indique qu’une production
phasique, régulée par l’activité synaptique se produit aussi. Cette
production phasique entraîne-t-elle une plus grande concentration
synaptique de NO ? Serait-ce la raison pour laquelle le NO agit alors
par un mécanisme indépendant du GMPc ? Pour tenter de répondre à ces
questions, il faudrait mesurer les niveaux de NO de façon directe, en
ampérométrie (Schmidt and Mayer, 1998; Berkels et al., 2001;
Mizutani, 2002) ou encore par l’utilisation de marqueurs fluorescents du
NO (Kojima et al., 199$; Itoh et aÏ., 2000).
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12.I.3.LA DÉPRESSION SYNAPTIQUE ET L’HYPOTHÈSE
DU MODÈLE DE DÉPLÉTION
Comme nous l’avons vu dans l’introduction, la dépression
synaptique dépendante de la fréquence est la forme de plasticité à court
terme la plus importante à la JNM. Le modèle le plus accepté pour
expliquer la dépression synaptique est le modèle de déplétion. Ce
modèle, comme la plupart des autres modèles, est tiré d’une étude
statistique d’observations expérimentales. Ce modèle provient de
l’application de la loi de Poisson à l’étude de la transmission synaptique.
Dans ce modèle mathématique, les PPMs sont le résultat dtune
combinaison de deux facteurs statistiques nommés n et p où la variable p
est la probabilité de relâche de neurotransmetteurs. De nombreuses
variantes du modèle de déplétion existent dans lesquelles la variable n
peut représenter le nombre de vésicules synaptiques, le nombre de
vésicules à relâche immédiate ou encore le nombre de zones actives
(Zucker, 1989). Tous ces modèles s’entendent toutefois sur l’importance
d’une baisse dans la valeur de la variable n pour expliquer l’apparition de
la dépression synaptique. Mais quelle est la juste représentation de la
variable n ? Et qu’est-ce qui cause cette réduction de la variable n ? Les
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données de cette thèse fournissent une partie de la réponse, du moins en
ce qui a trait à la JNM d’amphibien.
12.I.4.L’INHIBITION DE L’ENDOCYTOSE RAPIDE
DURANT LA DÉPRESSION
Les données présentées dans cette thèse proposent un mécanisme
par lequel le NO pourrait participer dans la dépression synaptique à la
JNM. En effet, nous montrons ici un nouvel effet synaptique du NO
une inhibition de l’endocytose. Cet effet du NO s’inscrit directement
dans le modèle de déplétion et pourrait expliquer comment le NO
participe à la dépression. En applicant à la variable n le nombre de
vésicules synaptiques disponibles, la participation du NO à la dépression
pourrait être expliquée par une baisse de la valeur de n, causée par son
inhibition de l’endocytose rapide. L’endocytose rapide est un mécanisme
crucial dans le recyclage et l’approvisionnement vésiculaire du RRP.
D’ailleurs, la neurotransmission est soutenue presque entièrement par le
recyclage vésiculaire et fait très peu appel au RP à moins de 40 Hz à la
JNM d’amphibien (Betz and Bewick, 1993). L’important
appauvrissement des stocks vésiculaires qui serait causé par le NO
pourrait donc expliquer sa participation dans la dépression. Cette étude
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vient donc renforcer l’importance de l’endocytose et de la fameuse
variable n dans le façonnement des phénomènes de plasticité synaptiques.
12.I.5.PROTÉINES PROPOSÉES COMME CIBLE DU NO
Comme nous l’avons vu précédemment dans l’introduction, les
effets indépendants du GMPc du NO résultent principalement de
modifications post-transcriptionnelles de protéines. Nous verrons au
niveau de quels résidus protéiques de telles modifications sont-elles les
plus sujettes à se produire.
12.I.5J. Importance des résidus cystéine
Rappelons ici les mécanismes indépendants du GMPc du NO : la
nitrosylation, l’ADP-ribosylation et la palmitoylation, tous des
mécanismes de modifications post-transcriptionnelles de protéines. En
étudiant les résidus protéiques touchés par ces mécanismes, on recoupe à
plusieurs reprises les résidus cystéine. En effet, la nitrosylation,
l’attachement direct du NO à une protéine, se produit au niveau des
liaisons thiols (ponts disulfures) entre deux résidus cystéines (Lipton et
al., 1993; Stamler, 1994). L’ADP-ribosylation vise aussi les résidus
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cystéines CJacobson et aL, 1990; McDonald et al., 1992) de nombreuses
protéines dont l’actine (Just et al., 1994) et les protéines G (Tanuma et
al., 1988; Kitamura et al., 1990). La palmitoylation ou la conjugaison
d’acides gras est une autre modification post-transcriptionnelles modulée
par le NO qui a aussi lieu au niveau des résidus cystéine (Heindel et al.,
2003). Les résidus cystéine et les ponts disuifrires sont présents dans la
majorité des protéines, ce qui rend difficile la proposition de cibles
protéiques précises pour médier les effets du NO.
12.1.5.2. Proté’ines endocytotiques pouvant medzer les
effits du NO
Qelles pourraient être les protéines ciblées par le NO
responsables de ses effets sur le recyclage vésiculaire ? Il existe une
famille d’enzyme appelée Aif (ADP-ribosylation factor) qui contrôle de
façon étroite les divers aspects du cycle des vésicules synaptiques ainsi
que du trafic vésiculaire intracellulaire au niveau des endosomes et du
Golgi (Lenhard et al., 1994; D’Souza-Schorey et al., 1995; Faundez et
al., 1997). De cette famille, l’Arf 1 et 6 sont les plus étudiées et sont
impliquées dans toutes les étapes de Ï’endocytose : la formation de la
vésicule, son recyclage et son retour à la membrane (Radhakrishna and
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Donaldson, 1997; D’$ouza-Schorey et aL, 199$; Gu and Gmenberg,
2000; Schafer et aL, 2000; Donaldson and Radhakrishna, 2001). Étant
donné que le NO peut influencer les niveaux d’ADP-ribosylation de
protéines, l’activation de certaines Arf pourrait représenter un mécanisme
d’action potentiel pour le NO. Seulement, les Arf ont habituellement un
effet facilitateur sur l’endocytose (Krauss et al., 2003) alors que nous
avons montré que les effets du NO sur l’endocytose sont inhibiteurs.
L’ADP-ribosylation n’apparaît donc pas comme un mécanisme d’action
probable pour expliquer les effets du NO que nous avons observé.
Une protéine qui pourrait être touchée par les modifications post
transcriptionnelles causées par le NO est la synaptotagmine. La
synaptotagmine et une protéine impliquée dans la formation des puits et
manteaux de clathrine dont les ponts disulfures de leur domaine C2 sont
nécessaires à sa fonction (von Poser et al., 2000). Le domaine C2 de la
synaptotagmine est justement un domaine sujet à la palmitoylation
(Heindel et al., 2003). Il a été montré que des mutations du domaine
C2 de la synaptotagmine accélérait les processus d’endocytose rapide
(Virmani et al., 2003). 11 est donc possible que l’inhibition de
l’endocytose rapide par le NO que nous avons observée soit dûe à la
consolidation de la structure du domaine C2 de la synaptotagmine par
palmitoylation (Heindel et al., 2003). Il existe deux domaines C2 dans
la synaptotagmine (C2a et b), le domaine C2a étant impliqué dans
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l’exocytose, liant le Ca2 et les syntaxines, le domaine C2b étant impliqué
dans l’endocytose, se liant à l’AP-2. Cette double nature du domaine C2
pourrait expliquer pourquoi le NO est tantôt impliqué dans l’exocytose
(Meffert et al., 1994; Meffert et al., 1996), tantôt dans Ï’endocytose
(Micheva et al., 2003). Il est possible que ces deux sous-domaines
soient modulés de façon indépendante.
12.1.6. RÉSUMÉ DES EFFETS SYNAPTIQUES DU
NO À LAJNM
Il semble maintenant à propos d’effectuer un bref rappel des effets
synaptiques du NO à la JNM d’amphibien, en utilisant un schéma
(figure 12) illustrant la diversité et la complexité des effets du NO. Les
effets synaptiques du NO peuvent être classifiés selon les mécanismes
d’action recrutés et par l’élément cellulaire synaptique ciblé. Au niveau
de la terminaison nerveuse, le NO réduit la probabilité de relâche de
neurotransmetteurs par un mécanisme dépendant du GMPc. De plus, il
régule la disponibilité des vésicules synaptiques en inhibant l’endocytose
durant la dépression synaptique par un mécanisme qui serait indépendant
du GMPc. finalement, le NO pourrait aussi réguler la sensibilité des
CSP aux différents neurotransmetteurs de la JNM. Cette diversité de
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mécanismes et de cellules cibles en fait un neuromodulateur endogène





Figure 12. Schéma récapitulatif des divers effets synaptiques du NO.
Le NO a des effets variés sur la synapse neuromotrice d’amphibien. Dans un premier
temps (1), le NO active une guanylate cyclase (GC), entraînant une production de
GMPc. Cette synthèse de GMPc inhibe la relâche de neurotransmetteur sans modifier
l’entrée de Ca2 dans les terminaisons nerveuses, en réduisant la probabilité de relâche
(Thomas and Robitaille, 2001). Ensuite, le NO inhibe l’endocytose des vésicules
synaptiques durant la dépression, par un mécanisme qui serait GMPcindépendant (2).
Finalement (3), il a aussi été montré que le NO pouvait réduire la sensibilité des CSPs





Avec cette synthèse en mémoire, nous allons maintenant, dans la
section suivante, étendre notre discussion sur d’autres effets du NO à la
JNM et je vous proposerai un modèle qui intègre aussi les divers rôles
métaboliques du NO à la JNM (Figure 13).
12.2. Raison d’être du NO à 1aJNM
Outre les effets synaptiques que nous avons rapporté, peut-on
dresser un tableau qui intègrerait les différents effets du NO à la JNM et
qui pourrait expliquer son rôle à la JNM ? Dans la section qui suit, je
vous présenterai ma vision du rôle du NO à la JNM.
12.2.I.EFFETS DE LA PERTE DE NOS À LAJNM
Une des approches pour déterminer le rôle d’une molécule est
d’observer la physiologie d’un tissu lorsque cette molécule est inactivée,
inexprimée ou carrément effacée du patrimoine génétique d’un modèle
animal. On peut observer les effets d’une perte de NOS à la JNM sur
deux modèles animaux en particulier : des souris dont le gène de la
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nNOS a été éliminé de leur génôme (nNOSa ) ou des souris atteintes
d’un syndrôme de dystrophie musculaire (souris mdx).
12.2.1.1. Souris nNOSa
Les souris nNOSa diffèrent de leurs congénères de type
sauvage par plusieurs traits comportementaux. On note chez elles un
tempérament beaucoup plus aggressif et des comportements
reproducteurs excessifs, inadéquats (Nelson et al., 1995). Du côté
moteur, on note aussi une plus grande activité physique chez ces souris
(Putzke et al., 2000) mais aussi une perte de coordination qui se
manifeste surtout la nuit (Kriegsfeld et al., 1999). Malheureusement, il
n’y a que très peu d’étude sur la physiologie nitrinergique musculaire de
ces souris, les études se concentrant surtout sur l’implication de la NOS
dans les fonctions du système nerveux central. Il serait très intéressant de




Un modèle alternatif pour examiner les effets d’une perte de NOS
à la JNM est la souris mdx. Cette souris est un modèle murin servant à
étudier la dystrophie musculaire. Cette souris affiche les symptômes de
la dystrophie musculaire de Duchenne causés par une mutation de la
dystrophine, une protéine postsynaptique structurale importante. La
dystrophine crée un véritable complexe protéique auquel de nombreuses
protéines se lient, la nNOS en faisant partie (Brenman et al., 1995;
Brown, 1997). La mutation de la dystrophine empêche l’attachement de
la NOS à la membrane postsynaptique musculaire et la NOS
cytoplasmique est alors rapidement dégradée (Brenman et al., 1995).
L’utilisation de ce modèle pour étudier la fonction de la NOS est
contestable puisque la mutation de la dystrophine entraîne la perte de
localisation de nombreuses autres protéines. Il est donc difficle de
statuer sur les conséquences directes d’une perte de fonction de la NOS
alors que de multiples facteurs sont aussi perturbés.
Néanmoins, la perte de la NOS musculaire de ces souris entraîne
une foule de déficits métaboliques qui pourraient grandement contribuer
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au développement des pathologies de dystrophies musculaires (Chinet et
aÏ., 1994). Les importants effets métaboliques du NO pour la jonction
neuromusculaire sont décrits dans la section suivante.
12.2.2. EFFETS MÉTABOLIQUES DU NO
En plus du rôle du NO lors de la formation de la JNM et des
effets synaptiques de celui-ci, le NO contrôle aussi de nombreuses
fonctions physiologiques destinées à l’équilibre énergétique de la JNM.
Il joue, entres autres, un rôle capital dans le contrôle de
l’approvisionnement sanguin et dans le métabolisme des sucres des fibres
musculaires.
12.2.2.1. Régulation de lipport sanguin
Un des rôles métaboliques ou énergétiques important du NO est le
contrôle de l’apport sanguin musculaire. En effet, le NO est un
vasodilatateur bien connu et il a été observé que le NO généré par les
fibres musculaires lors de leur activité contractile régulait leur apport
sanguin (Thomas et al., 199$). Cette régulation de l’apport sanguin est
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une fonction importante mais peut être absente au niveau des muscles à
fibres blanches, qui sont relativement peu irrigués, comme c’est le cas du
muscle utilisé dans cette thèse.
12.2.2.2. Régulation du métabolisme des sucres
En plus de son contrôle de l’apport sanguin musculaire, le NO
module aussi les réactions biochimiques du cycle des glucides (Young et
al., 1997). En effet, le NO augmente la capture des glucides par les
fibres musculaires; augmente la glycolyse et favorise le démantèlement
du glycogène (Young et al., 1997). Pour revenir brièvement aux
modèles animaux dystrophiques, il a été observé que les fibres
musculaires des souris mdx affichaient des carences dans leur efficacité à
utiliser le glucose et les acides gras (Even et aL, 1994). Le NO est donc
un régulateur métabolique important pour les fibres musculaires.
12.2.3. RÔLE DU NO À LAJNM
Si l’on fait la synthèse de ses divers effets, on remarque que le NO
est une molécule-clef de la JNM qui pourrait réguler l’homéostasie de
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cette synapse d’une part en réduisant la relâche de neurotransmetteur, en
participant à la dépression synaptique lors d’activité neuromusculaire
intense, tout en favorisant la récupération musculaire par une
augmentation de son irrigation sanguine et par une facilitation de son
utilisation des sucres (figure 13). Il est intéressant de noter que les
bienfaits métaboliques du NO sont justement absents dans les modèles de
dystrophies musculaires où le métabolisme énergétique est déficient
(Even et al., 1994; Mokhtarian et ai, 1996; Mokhtarian and Even,
1996). En terminant, le NO pourrait aussi participer au maintien de
l’intégrité structurelle de la plaque motrice en favorisant l’expression de
protéines structurales membranaires comme l’utrophine, une protéine
ayant une grande homologie fonctionnelle avec la dystrophine (Rafael et
al., 199$; Chaubourt et al., 1999; Gramolini et al., 2000; Chaubourt et
al., 2002). Pour compléter son rôle « nourricier » favorisant la
récupération des fibres musculaires, le NO serait aussi impliqué dans







figure 13. Modèle intégrant les effets synaptiques et métaboliques du NO.
En pius des effets illustrés auparavant (figure 12), le NO produit par la JNM est
capable de réguler l’afflux sanguin musculaire, de stimuler la capture de glucose par les





12.3. Les sources de production endogène de NO à
1aJNM
Le NO est donc une molécule-clef et il serait important de
connaître les éléments cellulaires de la synapse qui synthétisent ce
messager cellulaire, quelles sont les voies de signalisation qui contrôlent
cette production de NO et, fmalement, de déterminer dans quelles
conditions physiologiques le NO est produit à la JNM. Cette dernière
partie de la discussion va tenter d’éclairer ces points soulevés en
synthétisant les données amassées sur le NO ainsi qu’en considérant des
résultats préliminaires prometteurs obtenus récemment à l’aide d’une
nouvelle génération de marqueurs fluorescents du NO.
12.3.1. RÔLE POUR LA LOCALISATION SUBCELLULAIRE?
Etant donné que le NO est une molécule ayant la propriété de
diffuser à travers les membranes biologiques, est-ce que son lieu de
synthèse est important dans la détermination de ses effets synaptiques
et/ou métaboliques ? La prochaine section va s’intéresser à cette
question.
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12.3.1.1. Rayon de dffusion du NO vs la dimension
de ÏaJNM
Comme nous l’avons vu dans l’introduction, le NO est un
messager diffusible ayant une portée d’environ 200 nm (Keitoku et al.,
1988). Il est à noter que ce rayon d’action a été déterminé sur des
préparations vasculaires et que le réel rayon d’action du NO à la JNM
est inconnu. Le rayon d’action du NO est très certainement variable et
doit dépendre de la sensibilité des cellules et mécanismes cibles, de
même que de la concentration de NO produite par la production
endogène de la JNM. Par exemple, le rayon d’action du NO en ce qui
trait à son effet vasodilatateur pourrait être assez grande puisque la
musculature lisse des artérioles se situe bien en amont de la synapse.
Nous avons déjà discuté de la possibilité que les effets du NO
soient influencés par la concentration de NO atteinte à un temps et un
lieu donné (12.1.2.3 Effets dépendants de la concentration ?). A l’instar
des microdomaines calciques, il est possible que la localisation de la
synthèse du NO joue un rôle dans l’établissement des mécanismes
d’action qui vont être responsables des effets du NO.
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Dans les sections suivantes, je vous présenterai les boucles de
régulation de la production de NO qui ont été proposées pour expliquer
les effets du NO à la JNM. Dans un premier temps, nous verrons un
modèle de production de NO à partir de NOS musculaire, ayant pour
molécule régulatrice le glutamate. Nous verrons ensuite un modèle de
production de NO impliquant les CSPs.
12.3.2. LA FIBRE MUSCULAIRE
Avant de présenter le modèle de production de NO par les fibres
musculaires, il est opportun de revoir les preuves expérimentales de la
présence de NOS dans les fibres musculaires. Nous terminerons par la
présentation des mécanismes susceptibles de réguler la synthèse
musculaire de NO.
12.3.2.1. Études de la distribution de la NOS
musculaire
Bien qu’il y ait eu plusieurs études de localisation de la NOS à la
JNM, la plupart de celles-ci ont été conduites aux JNM de rat et de
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souris. Seulement deux études se sont intéressées à la distribution de
cette enzyme à la JNM de grenouille (Descarries et ai, 1998; Ribera et
al., 1998). Malheureusement, ces études fournissent très peu
d’indication sur la localisation précise de l’enzyme au niveau des fibres
musculaires.
Dans l’étude de Ribera et al. (199$), on ne retrouve qu’une courte
description de la distribution de la NOS à la JNM de grenouille. A
l’aide d’immunohistochimie, on y signale que l’enzyme se retrouve très
concentrée dans les ftiseaux neuromusculaires (nerfs et fibres) et qu’un
marquage de plus faible intensité se retrouve au niveau du sarcolemme,
distribué en petit amas, aux plaques motrices (Ribera et al., 199$).
Malheureusement, cette description n’est supportée par aucune figure et
l’on doit se contenter d’images de la JNM de rat « en tout point
semblables » (Ribera et al., 1998). finalement, l’anticorps utilisé dans
cette étude était dressé contre la nNOS de rat et aucun western blot à
partir de tissu de grenouille démontre la spécificité de cet anticorps. Cet
anticorps aurait pu, par exemple, détecter la eNOS (Descarries et al.,
1996).
L’étude de Descarries et al. (199$) a fait appel à deux techniques
pour vérifier la distribution de la NOS à la JNM de grenouille. La
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première est une technique histochimique appelée NADPH-diaphorase
(Dawson et aL, 1991a). Cette technique tire avantage de la forte activité
réductase de la NOS et du fait qu’il s’agit d’une des seules activités
enzymatiques qui persistent après la fixation des tissus. Le substrat de ce
marquage est le NBT (nitro blue-tetrazolium) qui est réduit en
formazan, qui forme un précipité bleu foncé en microscopie à lumière
transmise. À l’aide de cette technique Descarries et al. ont observé que le
marquage NADPH-diaphorase était circonscrit par les limites du
marquage aux cholinestérase, indiquant un marquage synaptique. À
haute magnification, ils ont observé un marquage ponctué des CSPs par
cette technique.
Cette technique affiche par contre certains défauts. Premièrement,
elle prend pour acquis que seule l’activité de la NOS est maintenue suite
à la fixation des tissus. Ceci est peut être vrai pour le système nerveux
central et pour les tissus de mammifères mais la spécificité de cette
technique n’a pas été évaluée chez la grenouille. De plus, cette
technique procure une pauvre résolution spatiale, un facteur crucial
lorsque l’on connaît le contact intime des éléments cellulaires de la
JNM. Le fait que la NOS n’ait pas pu être détectée par
immunocytochimie aux fibres musculaires, que la spécificité de
l’anticorps ait été testé par western blot et que la NOS ait pu être
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détectée dans les CSPs laissent planer un doute quant à la présence de
cette enzyme à la plaque motrice de la JNM d’amphibien. Il serait plus
qu’opportun de développer un anticorps spécifique à la version
amphibienne de la nNOS et de vérifier la distribution musculaire de
cette enzyme en microscopie électronique. Étant donné que la forme
musculaire de la nNO$ est plus longue (Silvagno et al., 1996), il serait
surprenant qu’elle montre une moins grande immunoréactivité. En effet,
on pourrait imaginer qu’une protéine tronquée pourrait avoir perdu
quelques épitopes et être moins immunoréactive mais ce n’est pas du tout
le cas ici.
Une bibliothèque des gènes codant pour les différentes NOS chez
la grenouille permettrait d’utiliser des techniques additionnelles telles
l’hybridation in situ ou la RT-PCR. Malheureusement, il n’y a pas
d’effort en ce sens pour la Rana pzjpiens. Par contre, les génomes des
Xenopus Laevis et tropicatis seront bientôt complets et l’on pourrait se
servir de leurs séquences pour sonder les tissus de la Ranapipiens.
Il faut quand même reconnaître que le marquage NADPH
diaphorase obtenu au niveau des fibres musculaires est absent ou
grandement réduit en présence d’inhibiteur métaboliques de la NOS,
comme le L-NAME et le L-NMMA (Descarries et al., 199$).
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Toutefois ces antagonistes métaboliques de la NOS ne font aucune
discrimination entre les différentes isoformes de la NOS. Il est donc
probable que le marquage musculaire résulte d’une NOS (puisqu’absent
en bloquant l’activité enzymatique des NOS) mais d’une isoforme non-
neuronale (puisque non reconnue par l’anticorps). En effet, il existe une
forte concentration de eNOS dans les mitochondries musculaires (Bates
et al., 1995) dont la présence peut être révélée par le marquage
NADPH-diaphorase (Planitzer et al., 2000).
Outre la présence ou non de la NOS dans les fibres musculaires,
un système responsable de son activation doit être présent afin qu’elle ait
un impact fonctionnel à la JNM. La prochaine section présentera un
modèle de régulation de la synthèse du NO par les fibres musculaires.
12.3.2.2. Mécanisme d’activation de ?2N08
musculaires par le glutamate
Un modèle de régulation glutamatergique de la synthèse de NO
par les fibres musculaires à la JNM d’amphibien a été proposé
récemment (Pinard et al., 2002). À cette synapse traditionnellement
considérée purement cholinergique, le glutamate est un neuromodulateur
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important dont les effets sur la transmission synaptique sont similaires à
ceux du NO (Pinard et al., 2003). Il a donc été suggéré que le NO et le
glutamate pouvaient faire partie de la même boucle de régulation de la
transmission synaptique à la JNM, le NO agissant en tant que messager
transcellulaire (Pinard et al., 2002).
Ce modèle est suggéré par une série d’observations expérimentales.
Tout d’abord, le glutamate a des effets sur la transmission synaptique qui
sont similaires à ceux du NO. En effet, l’administration de glutamate
cause une diminution de l’amplitude des PPMs ainsi que de la fréquence
des PPMms (Pinard et al., 2003). Tout comme le NO, le glutamate
réduit la relâche de neurotransmetteurs sans réduire l’entrée de Ca2 dans
les terminaisons nerveuses (Pinard et aL, 2003). De plus, la dépression
synaptique dépendante de la fréquence serait aussi sous l’influence d’un
système glutamatergique. Il a été montré que les effets du glutamate
étaient dépendants de l’activation de récepteurs glutamatergiques
métabotropiques, récepteurs qui seraient, entre autres, situés au niveau
des fibres musculaires (Pinard et al., 2003).
La présence de récepteurs glutamatergiques post-synaptiques et les
effets exclusivement présynaptiques du glutamate suggéraient
l’intervention d’un intermédiaire diffiasible rétrograde qui pouvait être
257
responsable des effets du glutamate. Étant donné la grande similitude
entre les effets du glutamate et les effets du NO, il a été proposé que le
NO était le messager rétrograde responsable des effets du glutamate.
Cette hypothèse est appuyée par le fait que le glutamate n’a aucun effet
sur la transmission synaptique et la dépression synaptique en présence de
chélateur de NO ou en présence d’un inhibiteur de la nNOS (Pinard et
al., 2002).
Le modèle de travail proposé par Pinard et al. (Pinard et aL,
2002) se heurte par contre à quelques observations ou faits.
Premièrement, bien que l’effet global du glutamate sur la transmission
synaptique soit similaire à celui du NO, les effets du glutamate semblent
posséder une double caractéristique temporelle : des effets rapides se
manifestent en 5 min alors qu’une deuxième composante apparaît 20 min
plus tard (figure la de Pinard et al., 2003). Il pourrait doux exister une
certaine différence dans la cinétique des effets des deux molécules sur la
transmission synaptique. Le modèle proposé n’explique pas les effets
apparamment biphasiques du glutamate sur la transmission synaptique et
comment et à quel moment le NO interviendrait.
Deuxièmement, le modèle repose sur la présence de NOS au
niveau des fibres musculaires, ce qui n’a pas été révélé par marquage
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immunologique. Le marquage à la NADPH-diaphorase musculaire
pourrait provenir d’une enzyme dépendante du NO ou d’une NOS non-
neuronale, comme il a été discuté un peu plus tôt. Il est extrêmement
important de noter que dans leur étude préliminaire, Descarries et al. ont
observé que seul un anticorp dirigé contre la eNOS était en mesure de
marquer la fibre musculaire (Descarries et al., 1996).
Troisièmement, le modèle repose aussi sur une localisation post
synaptique des récepteurs glutamatergiques. Cette localisation
m’apparaît peu exclusive et il est raisonnable de penser, à la lumière des
images publiées, qu’il existe un marquage glial. Au risque de se répéter,
les CSPs forment des contacts très intimes avec la synapse grâcè à leurs
doigts
Qiatrièmement, le couplage de mGLUrs avec la nNOS se produit
par des cascades impliquant notamment l’1P3 et la relâche de Ca2 des
réserves calciques. Il est à noter qu’aucune relâche calcique n’a été
observée dans les fibres musculaires lors de stimulation nerveuse intense
provoquant une dépression et ce, malgré le fait que notre laboratoire
utilise couramment des marqueurs calciques perméables aux membranes,
que les fibres musculaires sont marquées lors de ces expériences et que
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nous disposons de la résolution pour détecter ces relâches calciques
(Castonguay and Robitaille, 2001).
Finalement, le modèle proposé (Pinard et al., 2002, section 8) fait
abstraction totale d’un fait capital la présence d’une nNOS dans les
CSP (Descarries et al., 199$). Ce modèle est toutefois un modèle de
travail et certaines des objections soumises ici font l’objet d’expériences
en cours.
La prochaine section sera consacrée à la promotion d’un modèle
de production de NO alternatif, mettant en jeu à la fois les CSP et les
fibres musculaires. Dans un premier temps, nous ferons une rapide
revue des preuves expérimentales indiquant la présence d’une nNOS dans
les CSP. Nous verrons ensuite comment la synapto-physiologie des
CSP les prédisposent à synthétiser du NO de façon active. Nous
terminerons cette thèse par une description d’un modèle impliquant une
production de NO d’origine gliale. Ce modèle sera proposé à partir de
résultats préliminaires obtenus à l’aide de marqueurs fluorescents du NO.
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12.3.3.LA NNOS DES CSPs
Dans cette section, nous reverrons rapidement les preuves
scientifiques indiquant la présence d’une NOS de type neuronale,
dépendante du Ca2 dans les CSP. Nous verrons ensuite comment la
synapto-physiologie des CSP pourraient leur permettre de produire du
NO.
12.3.3.1. Étude de la distribution de la nNOS à la
JNM dimphibien
Comme nous l’avons vu précedemment (4.3.1 Localisation des
NOS à la JNM), la présence d’une NOS de type neuronale à été révélée
dans les CSP de la JNM d’amphibien par des techniques
immunohistochimiques (Descarries et al., 1998). La spécificité de
l’anticorps utilisé dans cette étude avait été confirmée par western blot.
L’anticorps dirigé contre la nNOS révélait une bande dont le poids
moléculaire correspondait à cet isoforme. Descarries et al. ont montré
que l’enzyme était surtout associée à la membrane des CSP et qu’elle se
retrouvait, entre autres, au niveau des fameux « doigts » des CSP. La
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nNOS gliale semble donc stratégiquement localisée aux abords de la
synapse.
Finalement, les travaux de Descarries et al. ont aussi montré que
l’expression de la NOS nécessite une synapse mature et stable puisque la
présence de l’enzyme était indétectable au niveau des jeunes grenouilles
(<20 g, Descarries et aL, 1996) de même que sept jours après une
dénervation des préparations neuromusculaires.
12.3.3.2. La synapto-physiologie des CSP et la
production de NO
La physiologie des CSP est sensible à la transmission synaptique
(Reynolds and Wooif, 1992; Woolf et al., 1992; Georgiou et al., 1994;
Love and Thompson, 1999) mais l’est plus particulièrement lors
d’activité synaptique intense (Jahromi et ai, 1992). En effet, les C$P
répondent de façon rapide et dynamique à une activité synaptique intense
par une augmentation de leur concentration calcique intracellulaire par la
relâche de calcium de leurs réserves cytoplasmiques (Jahromi et al.,
1992). Étant donné que la nNOS est une enzyme Ca2 dépendante et
que les CSP répondent à l’activité synaptique intense par une relâche de
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Ca2, les CSPs forment les cellules les plus susceptibles de synthéthiser
le NO lors d’activité intense. Toutefois, des résultats préliminaires
obtenus dans notre laboratoire laissaient un doute quant à la dépendance
calcique de l’enzyme identifiée (Descarries et al., 1996). En effet,
l’anticorps utilisé alors avait révélé une NOS indépendante au Ca2. Les
CSP pourraient donc posséder plus d’un type de NOS.
Toutefois, pour déterminer de façon définitive les éléments
cellulaires responsables de la production de NO ainsi que les
mécanismes pharmacologiques et physiologiques responsables de la
production de NO, il faudrait avoir une technique permettant de mesurer
en temps réel et avec une résolution spatiale fine cette production de
NO. Dans la prochaine section, je décrirai de nouveaux outils qui
permettraient de répondre à de nombreuses questions laissées en suspens
quant à l’origine de la production de NO. Ces outils sont des marqueurs
fluorescents du NO qui permettent de visualiser la production de NO in
situ et en temps réel.
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12.3.4. LES DIAMINOFLUORESCINES, DES
MARQUEURS FLUORESCENTS UTILISÉS POUR
VISUALISER LA PRODUCTION DE NO
Les diaminofluorescines (DAF) sont des marqueurs fluorescents
qui ont été utilisés pour permettre la visualisation en temps réel et in situ
de la production directe de NO (Kojima et al., 199$; Nakatsubo et al.,
199$; Itoh et al., 2000). Ces marqueurs ont créé une révolution dans les
méthodes de détection du NO. En effet, la plupart des méthodes
existantes pour détecter la production de NO impliquait la quantification
des produits de dégradation du NO dans les liquides de perfusions
recueillis post hoc: les nitrites et nitrates (Li et aL, 1995) ou encore la
citmlline, le co-produit de la NOS (Kendrick et al., 1996).
Les DAF sont des marqueurs qui lient le NO directement. La
première molécule synthéthisée et utilisée fut le DAF-2, afin de
visualiser la production de NO à partir de cellules en culture (Kojima et
al., 1998; Nakatsubo et al., 199$). Le DAf-fM est une molécule
nouvelle génération qui serait moins sensible au blanchissage optique et
qui serait moins phototoxique (Itoh et al., 2000). Les DAFs peuvent
être chargées dans le cytoplasme cellulaire lorsqu’ils sont conjugués à des
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diacétates, par une méthode identique au chargement utilisant les esters
(ex: marqueurs AM).
Une des limitations de ces marqueurs est leur faible émission. En
effet, ces marqueurs sont idéaux pour détecter les fortes concentrations de
NO produite par les iNOS par exemple (Roman et aL, 2000).
Seulement, leur utilisation pour visualiser fa production de NO en
culture ou in situ nécessite un microscope ayant une grande sensibilité.
Par exemple, une variation en fluorescence relative d’à peine 4 % a été
observée à l’aide du DAF-PM lors d’une étude sur la production de NO
chez des astrocytes en culture (Li et al., 2003).
12.3.4.1. Observations preYiminaires réalisé’es à lzide
des DAFs
Nous avons réalisé une série d’observations à l’aide des DAFs à fa
JNM d’amphibien. Suivant le chargement de l’indicateur, la
fluorescence de base des divers éléments cellulaires de la JNM a permis
de révéler une production de base ou tonique de NO à la JNM. En
effet, la fluorescence des CSP était forte suivant le chargement de
l’indicateur. Un faible marquage (environ 10 x moins intense) était aussi
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présent au niveau des plaques motrices. Ces observations statiques ne
peuvent toutefois indiquer hors de tout doute la source de cette
production endogène tonique de NO. Par exemple, le marquage
musculaire observé pourrait résulter d’une diffjsion du NO à partir des
CSP et vice-versa. Toutefois la forte différence en intensité des deux
marquages suggère que les CSP constituent la source principale de
production endogène tonique de NO.
La spécificité du marquage n’a pas été contrôlée à l’aide
d’inhibiteur de NOS mais deux observations indiquent que les DAFs
détectent bel et bien le NO. Tout d’abord, la fluorescence des cellules
endotheliales des préparations chargées aux DAFs était forte et ces
cellules sont connues pour posséder une eNOS. Deuxièmement, la
photolyse de NO encagé a été détectée avec le DAF-FM indiquant que
les marqueurs détectent bel et bien le NO directement.
Ce qui nous intéressait bien plus était l’origine de la production
phasique, activité-dépendante du NO à la JNM, celle-là même qui
pourrait être impliquée dans la modulation de la dépression synaptique.
Aussi, nous avons stimulé le nerf moteur de notre préparation à haute
fréquence et avons observé les variations de fluorescence de cellules
chargées avec les DAFs.
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Nous n’avons détecté aucune variation de fluorescence au niveau
des plaques motrices chargées au DAFs durant la stimulation de la
préparation (10, 50 et 100 Hz, 60s). En revanche, nous avons observé
une élévation rapide et réversible de la fluorescence au niveau des CSP
en réponse à des stimulations nerveuse (26 ± 5 %, N=3, Figure 14). Les
CSP semblent donc constituer l’élément cellulaire de la JNM
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figure 14. Production de NO d’une CSP visualisée à l’aide du DAf-FM.
Décours temporel de la fluorescence du corps cellulaire dune CSP avant et durant
une stimulation nerveuse induisant une dépression synaptique (10 Hz 60s).




Une dernière série d’observations ont été faites dans le but d’étayer
la pharmacologie régissant la production de NO. Pour ce faire, divers
agonistes ont été dirigés sur une JNM chargée par le DAF-EM par une
perfusion locale. Nous avons observé que la muscarine causait une
élévation de fluorescence au niveau des CSP alors que 1’ATP et
l’adénosine ont causé une élévation de la fluorescence des plaques
motrices. Ces données préliminaires suggèrent l’implication de
récepteurs muscariniques dans la production activité-dépendante des
CSP. De pius, elles mettent en lumière une nouvelle voie de
signalisation qui, en plus du glutamate, pourrait régir une production
musculaire de NO.
Malheureusement, ces expériences ne font qu’identifier les
molécules susceptibles de réguler la production de NO et n’indiquent pas
dans quelles conditions physiologiques leur action est recrutée. Des
expériences réalisées avec des antagonistes des récepteurs identifiés ici et
en imposant diverses conditions expérimentales pourraient nous
renseigner un peu plus sur la contribution relative des voies de
signalisation dans la production de NO.
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12.3.5.MODÈLE PROPOSÉ
A la lumière des derniers résultats que nous avons obtenus, je
propose un nouveau modèle de travail pour l’étude du NO à la JNM.
Dans ce modèle, la production tonique de NO à la JNM origine à la fois
des CSP et des fibres musculaires, les CSP produisant la majorité du
NO. Cette différence dans la production de base pourrait résulter d’une
différence dans l’expression respective des NOS ou d’une activité
enzymatique différente.
La production phasique de NO induite par une stimulation à
haute fréquence résulterait encore principalement des CSPs, nos données
suggérant l’implication de récepteurs muscariniques. Etant donné la
faible sensibilité des DAFs dans nos conditions expérimentales, il est
possible que du NO d’origine musculaire soit produit. L’important
volume cytoplasmique des fibres musculaires pourrait être un facteur
créant une dilution des DAfs, abaissant le seuil de détection de synthèse
nitrinergique. Malgré tout, il ne semble pas que cette probable dilution
de l’indicateur soit un facteur puisque la fluorescence de base des fibres
musculaires était assez élevée, puisque les nNOS musculaires seraient
fortement concentrées aux plaques motrices et puisque nous avons été
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capable de détecter des changements de fluorescence induits par la
perftision locale d’ agonistes purinergiques.
Bien que nous en sachions peu sur les conditions physiologiques
qui pourraient réguler la production de NO musculaire, il semble que
des récepteurs purinergiques soient impliqués. Cependant de
nombreuses questions demeurent. Par exemple : ces récepteurs sont-ils
des récepteurs gliaux ou musculaires ? Existe-t-il des patrons de
stimulation qui pourrait engendrer une synthèse musculaire de NO via
ces récepteurs?
L’hypothèse de la régulation glutamatergique de la synthèse
nitrinergique pourrait tirer parti de l’utilisation des DAFs. Ainsi, on
pourrait démontrer (ou non) que le glutamate peut engendrer la
production de NO et déterminer si cette production est musculaire ou
gliale. En outrepassant le débat au sujet de l’existence ou non de nNOS
musculaire et de la localisation des récepteurs mGluRs à la JNM, il est
aussi possible que l’activation des mGluRs crée une synthèse de NO d’un
type nouveau, ne faisant pas appel aux NOS (Yamada and Nabeshima,
1998). Alternativement, la synthèse nitrinergique pourrait être contrôlée
par le glutamate par un mécanisme plus classique, impliquant la relâche
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Figure 15. Modèle de travail intégrant les mécanismes susceptibles de réguler la
synthèse du NO à 1aJNM.
Dans ce schéma récapitulatif, les mécanismes probables de régulation de la synthèse







Nous avons vu dans cette thèse combien le NO est un modulateur
important pour la jonction neuromusculaire. Il est un important
régulateur synaptique, participant à l’établissement de la dépression
synaptique par un mécanisme impliquant l’inhibition de l’endocytose
rapide des vésicules synaptiques. Nos observations fournissent un
example concret en faveur du modèle de déplétion dans notre
compréhension de la dépression synaptique induite par la fréquence de
stimulation.
En outre, nos observations font état de nombreuses similitudes
entre les effets du NO et de l’adénosine sur la transmission synaptique et
suggèrent que leurs mécanismes d’action pourraient être en partie
communs ou, du moins se moduler réciproquement.
Étant donné l’importance capitale du NO dans les phénomènes de
dépression à la jonction neuromusculaire, il serait plus qu’opportun de
déterminer dans quelles conditions physiologiques le NO est produit et
quelles sont les voies de signalisations impliquées. Nos expériences
préliminaires, utilisant une nouvelle génération de marqueurs
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fluorescents, ont permis d’étayer de façon sommaire les voies de
signalisations potentielles et d’identifier des familles de récepteurs
pharmacologiques qui pourraient être impliqués dans la régulation de la
production de NO à la JNM. Ces marqueurs ouvrent une voie dans
l’étude du NO et il serait important de saisir la richesse d’informations
que de tels marqueurs peuvent fournir.
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Abstract
Perisynaptic Schwann celis are guai ceils that are closely associated with pre- and postsynaptic elements of the neuromuscular
junction. Recent evidence shows that these ceils detect and modulate neurofransmission in an activity-dependent fashion.
Through G-protein signalling and Ca2+ released from internai stores they can decrease or increase neurotransmifrer release,
respectively Thus, they help to estabuish the level of neurofransmission associated with activity dependent short-term synaptic
plasticitv. We discuss evidence implicating perisynaptic Schwann celis as being active partners in neurofransmission at the
neuromuscular junction, with emphasis on the modulation of short-term plasticitv and potential implications for long-term
changes.
Introduction
The neuromuscular junction (NMJ) consists of three
cellular compartments: the nerve terminal, the post
synaptic muscle fibre and the perisynaptic Schwann
ceils (PSCs). The purpose of the NMJ is to gener
ate a chemical synapse that resuits in nervous confrol
over muscle contraction. By this functional defini
tion, it is clear that the presynaptic nerve terminal
and the postsynaptic muscle fibre are immensely im
portant for the physiological economy of the NMJ.
Nevertheless, PSCs are also a component of the NMJ
and recent studies show that they play widespread
and significant roles in synaptic plasticit develop
ment, and repair following disruption of function.
This review will focus on the interactions hetween
PSCs and synaptic plasticity, including: the response
of PSCs to neurofransmission, the feedback actions
of PSCs on synaptic activity, the potenfial involve
ment of novel chemical neuromodulators, and possible
links between PSCs and changes in long-term synaptic
efficacy.
1o whom correspondence should be addressed.
The neuromuscular junction and perisynaptic
Schwann ceils
Classically, the NMJ lias been described as having two
compartments: the presynaptic nerve terminal and the
postsynapfic end-plate region of the muscle fibre. The
nerve terminal is rich with neurofransmitter contain
ing synaptic vesicles, which are located primarily at ac
tive zones near Ca2+ entry sites (Robitaille et al., 1990).
At frog and mammalian NMJs, acetyicholine (ACli)
is the primai-v neurofransmitter. Indeed, the seminal
work of Dr. Bernard Katz and bis colleagues established
the quantal theory of neurofransmission by studving
cholinergic transmission at this synapse (Katz, 1971).
In addition to ACh, adenosine friphosphate (ATP) is
an important co-transmitter (Smith, 1991). Vesicular
co-localizafion of ACh and ATP was initially identi
fied at the Torpedo elecfric organ, a specialized NMJ
(Dowdall, 1974; Meunier, 1975; Canson, 1978; Tashiro,
1978). ATP is degraded by ectonucleofidases that give
rise to the neurotransmitter-like substances adeno
sine diphosphate (ADP), adenosine monophosphate
0300—48M © 2004 Kluwer Academic Publishers
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(AMP) and adenosine (111es, 2000; Zimmermann,
2000).
Immunostaining has also revealed peptides, sucli
as substance P (SP) and calcitonin gene-related pep
tide (CGRP), within large dense-core vesicles (LD
CV5) of the presynaptic nerve terminal (Matteoli, 1988,
1990). Several neuromodulatory influences have been
ascribed to these peptides at the NMJ (Steinacker, 1977;
Akasu, 1986; Van der Kloot et aÏ., 1998). However, the
kinefics of peptide release differ from that of ACh and
ATP containing small clear vesicles (SCVs) (Karhunen,
2001). In light of this, it is interesting that Aplysia mo
tor neurons release ACh following a single action po
tenfial, but that repetitive firing is required for pep
tide secrefion (Cohen et aï., 1978; Whim & Lloyd, 1989;
Vilim et aÏ., 1996). Thus, the most significant actions of
peptides likely occur in an activity-dependent maimer.
In keeping with tins, PSC Ca2+ responses are achvity
dependent and are regulated by endogenous peptide
action at the NMJ (see below; Bourque & Robitaille,
1998).
The postsynaptic end-plate is a structural speciali
sation of the muscle fibre and is closely opposed to
the presynaptic nerve terminal. The end-plate region
is regularly invaginated by postjuncfional folds. Nico
tinic acêtylcholine receptors (AChR5) are clustered atop
these folds and are directly opposed to active zones
(Salpeter, 1987). Despite the prominent role of pre
and postsynaptic elements in tins specialised region
of chemical communication, there is now a growing
body of evidence that PSCs make key contributions to
tins communication (Castonguay et aï., 2001; Auld &
Robitaille, 2003) (fig. 1).
PSCs do flot myelinate the nerve terminal, but
they have several proteins that characterise myelinat
ing Schwanri cells [e.g., P0, myelin associated protein
(MAC) and galactocerebroside (Georgiou & Charlton,
1999)]. There are typically 3-5 PSCs found at each NMJ.
Using various markers [i.e., the 2A12 anfibody (Asfrow
et ai., 1998)] it has been shown that PSC processes
run along nerve terminal branches. In frogs, these pro-
cesses make finger-like intrusions into the synaptic cleft
at irregular intervals (1—3 im) between active zones
(Couteaux & Pecot-Dechavassine, 1974; Peper et aï.,
1974; Jabromi et ai., 1992; Asfrow et aÏ., 1998). In mam
mals, the synaptic cleft is not completely fraversed by
PSC processes. However, processes still approach the
cleft and are in close proximity to neurofransmitter
release sites (Salpeter, 1987). PSCs respond to neuro
transmission through receptors and ion chanriel acti
vation. They have functional muscarinic ACh receptors
(Jabromi et aï., 1992; Robitaille et aï., 1997; Georgiou et aï.,
1999), purinergic receptors (Robitaille, 1995), substance
P (SP) receptors (Bourque & Robitaille, 1998) and L
type voltage dependent Ca2+ channels (Robitaille et aï.,
1996). Neurofransmitter receptors and the close associ
ation of PSCs with other elements of the NMJ facilitate
the capacity of these cells to detect changes in the NMJ
environment (Auld & Robitaille, 2003).
Neurotransmission induces responses in
perisynaptic Schwann ceils
High frequency stimulation of the motor nerve is asso
ciated with rapid elevation of PSC Ca2+ in in sitï frog
muscle preparations (where NMJ anatomy is preserved
as it is in vivo) (Fig. 1) (Jahromi et ai., 1992; Reist & Smith,
1992). These Ca2+ responses are related to neurofrans
mitter release, as opposed to other causes (e.g., changes
in exfracellular ion concentration associated with repet
ifive neuronal depolarisation) because when transmit-
ter release is blocked, PSC Ca2+ responses are greatlv
reduced (Jahromi et aÏ., 1992). Further supporting tins is
the observation that PSCs responded with Ca2+ eleva
tion to exogenous application of ACh and ATP (Jahromi
et aï., 1992). Mouse PSCs respond in a similar fashion
to synaptic activity (Rochon et aï., 2001), implying that
PSC sensitivity to neurofransmission is a fundamental,
evolutionarily-conserved feature of NMJs.
Frog and mammal PSC Ca2+ responses involve in
fracellular Ca2+ stores, as responses to local applica
tions of ATP or ACh were unaffected by removal of
exfracellular Ca2 (Jahromi et aï., 1992). lnterestingly,
unlike the pharmacological profile of the muscle fibre,
ampinbian and mammalian PSCs do not respond to
nicotinic stimnlation with Ca2 elevation (Jahromi et aï.,
1992; Reist & Smith, 1992). They do, however, respond
to muscarinic stimulation with Ca2+ elevation. At the
frog NMJ, muscarinic agonists readily induce Ca2+ el
evation (Robitaille et aï., 1997), but only gallamine—a
subtype non-specific muscarmnic antagonist—was able
to block tins effect. Thus, a receptor with unique phar
macology mediates the PSC response to muscarine at
the normally innervated amphibian NMJ (Robitaille
et aï., 1997; Georgiou et aï., 1999). By confrast, the
mammalian PSC muscarine-induced Ca2+ response is
blocked by afropine, thus conforming to a more typical
pharmacology.
PSCs are also responsive to purinergic agonists. At
frog NMJs, adenosine induces Ca2+ responses through
Al receptors, whereas ATP acts through P2X and P2Y
receptors (Robitaille, 1995). Mter nerve-evoked frans
mitter release, antagonism of adenosine receptors did
not prevent frog PSC Ca2+ responses. However, block
of ATP receptors reduced the Ca2+ responses, indicat
ing these celis are sensitive to endogenous ATP released
during synaptic transmission (Robitaille, 1995).
At mammalian PSCs, adenosine also induced Ca2+
responses during synaptic transmission. Tins required
Al receptor activation since Ca2+ responses to endoge
nous nerve-activity were partially blocked by Al antag
onism (Rochon et ai., 2001). Thus, in confrast to the frog
NMJ, endogenous adenosine helps to activate mam
malian PSCs (Rochon et ai., 2001). As it does in the
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frog, ATP evokes a significant Ca2+ response in PSCs
at mouse NMJs. However, its role and mode of action
remain unclear (Rochon et al., 2001). These experiments
show that there have been evolutionary modifications
in the details of how PSCs respond to neurofransmis
sion at the NMJ. These differences are expected to be
related to—and confribute to—the different physiology
of amphibian and mammalian NMJs. Despite the vari
ations, there is a strong conservation of function be
tween these synapses that is reflected by the similarities
of their responses (e.g., sensitive to ACh through mus
carinic, not nicotinic receptors; frequencv-dependence
of synaptic-activity induced Ca2+ responses).
PSCs also respond to other neurofransmitter-like
substances that are released during synaptic activ
ity. for instance, SP induced Ca2+ responses in frog
PSCs. These responses were blocked by an NK-1 re
ceptor antagonist and, like ACh- and ATP-induced
responses, they were dependent upon intracellular
stores (Bourque & Robitaille, 1998). Although SP in
duced Ca2+ responses by itself, exposure to SP actu
aliy reduced Ca2+ responses associated with synap
tic activity, muscarine or ATP exposure (Bourque &
Robitaille, 1998). This effect was similar to the reduc
tion in the Ca2+ response normally associated with
high-frequency nerve stimulation. Moreover, the nor
mal run-down that accompanies repetitive nerve stim
ulation was attenuated by an NK-1 antagonist (Bourque
& Robitaille, 1998), showing that endogenous SP makes
an important contribution to this reaction to activity.
These data imply that SP released from the newe ter
minal during high frequency stimulation modulates the
sfrength of the PSC response to ciassic neurotransmit
ters that are released concurrently with the peptide. Ac
cordingly, it appears that PSC responses are confrolled
by different signals from the nerve terminal.
Depending on the duration and intensity of synap
tic activity—resuiting in seaetion of different neu
rofransmitters, peptides, and possibly different refro
grade messengers released from the muscle fibre—PSC
reaction to neurofransmitter exposure is likely to be ai
tered by variable activation of intracellular signalling
pathways. In keeping with this, the Ca2+ response of
PSCs to synaptic activity varies according to the inten
sity of that activity (Rousse & Robitaille, 2001). But the
PSC Ca2+ response is likely on]y one of many
tions to neurofransmission. Indeed, given that several
receptors are activated on PSCs during synaptic activ
ity (summarized in Table 1), complex patterns of signal
transduction are likely generated. An important ques
tion is whether these different signalling responses re
suit in different regulation of synaptic function by PSCs.
Evidence suggests that this is the case. In fact, PSCs
differentially regulate neurofransmission according to
activation of different signal transduction pathways in
response to synaptic activity
Perisynaptic Schwann celis and regulation of
neurotransmission
The NMJ is characterised 5v severai short-term plas
tic events that are coincident with—or immediateiy
foliow—intense synaptic activity (Regher & Stevens,
2001; Zucker & Regehr, 2002). These changes in neu
rofransmission are primarily the result of effects that
are ultimately presynaptic. Prominent among these is
Table 1. Perisynaptic Schwann celi responses to synaptic activity.
Physiotogical effect on perisynaphc
Schwann cetts Methods References
Frog NMJ
Nerve stimulation [Ca211 increase elicited by Ca2 imaging Jahromi et al. (1992) and Reist and
fransmitter release Smith (1992)
Acetylcholine Activation of muscarinic AChRs, Ca2 imaging Jahromi et al. (1992) and
increase of tCa2i Robitaille (1997)
Downregulation of GFAP GfAP immunostaining Georgiou et al. (1994, 1999)
expression
ATP Activation of P2X, P2Y, increase Ca2 imaging Jahromi et al. (1992) and
of [Ca2} Robitailie (1995)
Substance P Activation of NX receptors, Ca2 imaging Bourque and Robitaiie (1998)
increase of [Ca2+J
Deprivation of Increase of GFAP expression GFAP immunostaining Georgiou et al. (1994, 1999)
synaptic activity
Manse NMJ
Acetylcholine Activation of muscarinic AChRs, Ca2 imaging Rochon et al. (2001)
increase of [Ca2+ji
Adenosine Activation of Al receptors, Ca2 imaging Rochon et aÏ. (2001)
increase of [Ca2+]
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Fig. 1. Perisynaptic Schwann celis at the frog neuromuscular
junction and their Ca2 response to synap tic activity. (A) PSCs,
non-myelinating guai celis located at the NMJ, are closely ap
posed to nerve terminais and extend intermittent finger-like
intrusions into the synaptic cleft. These intrusions are located
near nerve terminal active zones, where synaptic vesicles are
concentrated. Thus, PSCs are well placed anatomically to in
teract with neurotransmission. (B) A typical PSC Ca2 re
sponse to high-frequency motor nerve stimulation at the frog
NMJ. Intracellular fluorescence changes were monitored us
ing the Ca2 indicator FIuo3-AM. Nerve stimulation at 0.2 Hz
did flot elicit a PSC Ca2+ increase, whereas stimulation at
40 Hz for 30 sec elicited a robust increase. Insert n. shows a
false color confocal image of a PSC at rest. Insert h. shows
the same PSC at the peak of the Ca2+ response accompanying
40 Hz stimulation. Blue represents Iow leveis of fluorescence.
and red high levels. Insert u. and b. depict the same ceil as in
the graph.
depression (Betz, 1970), characterised by reduced neu
rotransmitter release coincident with depletion of the
readily releasable pool of synapfic vesicles. In contrast
to depression, neurotransmitter release is increased by
facilitation when the nerve terminal is invaded by suc
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(tens of milliseconds) (Mallart & Martin, 1968). Under
these conditions, presynaptic changes in the probabil
ity of release augment the number of quanta of neuro
fransmitter released and thus augment the size of the
end-plate potential following action potenfial invasion
of the nerve terminal. There is considerable evidence to
suggest that residual terminal Ca2+ plays a role in this
facilitation (Regher & Stevens, 2001; Zucker & Regehr,
2002). Other activitv-dependent effects that enhance
neiirofransmission include augmentation (Magleby &
Zengel, 1976) and potenfiation (Rosenthal, 1969) and
occur following more prolonged stimulation. Potentia
tion is initiated following a fairly sustained train of in
puts. Here, the presynaptic increase in neurofransmit
ter release is larger and longer (up to several minutes)
than that associated with facilitation. Presynaptic Ca2+
changes are also likely to play key roles in augmen
tation and potentiation, but the factors that influence
these changes have not been fully elucidated (Regher &
Stevens, 2001; Zucker & Regehr, 2002). Recent data sug
gest that PSCs can influence short-term plasticity at the
NMJ, likely through secreted molecules that ulfimately
cause changes in the presynaptic terminal (Robitaille,
1998, Castonguay & Robitaille, 2001).
G-proteins and reduction of neurofransmission
by perisynaptic Schwann ceils
The contribution of PSCs to short-term synaptic effi
cacy was evaluated by selective modulation of PSCs
by specific intracellular injections that did not per
turb the nerve terminal or muscle fibre. Considering
that the most significant neurotransmifters responsi
ble for activating PSCs during high-frequency stimu
lation act by G-protein coupled receptors, these celis
were injected with GTP analogues to mimic their ac
tivation by neurotransmifter or with GDP analogues
to inhibit this activation (Robitaille, 1998). Immediately
following PSC activation by injection of GTPyS ta non
hydrolysable GTP-analogue), neurofransmitter release
associated with low frequency-stimulation (0.2 Hz) was
reduced. This deŒease was related to a reduced proh
ability of release and is thus consistent with a pres
naptic effect (Robitaille, 1998). These data suggest that
PSCs, upon activation, influence nerve terminal release
of neurotransmitter.
By contrast, inhibition of G-proteins by GDPflS (a
non-hydrolysable GDP analogue) injection did not
affect neurofransmitter release during low-frequency
nerve terminal firing (Robitaille, 1998). Interestingl
similar low-frequency activity does flot activate PSCs
as indicated by the absence of detectable Ca2+ eleva
tion (Jahromi et al., 1992). Hence, PSCs do flot modu
late neurofransmitter release in a tonic fashion. Rather,
their acute influence on synaptic activity is dependent
upon G-protein activation, presumably in a manner di
rectly related to synaptic activity. It should be indicated
that even though low levels of synaptic activity are
not associated with detectable PSC Ca2+ responses or
PSC-dependent neuromodulation, PSCs can detect and
respond to low-levels of synaj5tic activitv in a differ
ent fashion. Indeed, low-frequency nerve firing helps
to establish specific patterns of PSC gene expression
(Georgiou et al., 1994, 1999).
The activity-dependent hypothesis of feedback mod
ulation of neurofransmission by PSCs was further in
vestigated using injections of GDPS into PSCs dur
ing high-frequency nerve terminal firing (10 Hz, 80 s)
(Fig. 2), a level of activity normally associated with
depression of neurofransmission (Robitaille, 1998).
Fig. 2. Modulation of synaptic depression by perisynaptic Schwai-m cells. PSC G-protein pathways were manipulated to assess
PSC modulation of synaptic depression. (A) G-protein activity in a single PSC was inhibited by specific ionoplioretic injection
of GDPS. Focal electrode recordings of end-plate cunents (EPCs) represent neurotransmitter release in the local vicinity of
the injected PSC. Intracellular electrode recordings of end-plate potentials (EPPs) were used to monitor the possibilitv of nerve
terminal perturbation during placement of the other electrodes (data not shown). (B) EPC amplitude expressed as a percentage
of control value before, during and after a train of high-frequency stimuli (10 Hz, 80 s). In black, traces in confrol before GDP$S
injection in the PSC. In red, traces recorded 25 min after GDPlS injection. Inhibition of PSC G-protein activity led to reduced
svnaptic depression in the local region of PSC coverage. (C) Average depression in control condition (black) and following PSC
GDPS injection (red). Synaptic depression was significantly reduced by blocking PSC G-protein activity (p <0.05). Adapted
from Robitaille (1998).
Fig. 3. Ca2+ increase iii perisynaptic Schwann cells enhances neurotransmission. (A) EPC amplitude expressed as a percentage
of control value before, during and after a train of Mgh-frequency stimuli (10 Hz, 80 s). In black, traces in control condition.
Buffering intracellular Ca2 with ionophoretic injection of BAPTA injection into a specific PSC resulted in a more pronounced
depression (red trace). This demonstrates the existence of potentiating effects of PSCs on neurofransmitter release during high
frequency svnaptic activitv. Adapted from Castonguav and Robitaille (2001). (B) Ca2 uncaging with DMNP-EDTA-AM in PSCs
r- increases intracellular Ca2+ in four PSCs from the same NMJ (eacli coloured line represents tlie response of a single PSC). This
is associated with potentiation of EPP amplitude evoked at low frequency nerve stimulation (0.2 Hz) recorded in the presence
of D-tubocurarine chloride to block muscle contractions. Insert shows a typical EPP before (black trace) and at the peak of guai
induced potentiation (red trace). These data suggest that Ca2+ increase in PSCs is sufficient to induce synaptic potentiation.
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Antagonism of G-protein signalling with GDPS, a
manipulation that effecfively isolated the PSC from
its most significant input (e.g., ACh, ATP), reduced
synapfic depression (increased transmifter release)
(Robitaille, 1998). Accordingly, these observations sug
gest that high-frequency nerve stimulation resuits in ac
tivation of G-proteins in PSCs (probably via neurotrans
mitter receptors, including muscarinic and puriner
gic receptors), which causes the production/ release of
neuromodulators that subsequently reduce transmitrer
release.
Although these data suggest that PSCs contribute
to the extent of synaptic depression, it is important to
note that reduction in neurotransmitter release associ
ated with high-frequency firing is art intrmnsic neuronal
function that occurs in the absence of PSCs. However,
these data show that synaptic depression cari be mod
ulated not only by neuronal elements, but also by non
neuronal, glial elements.
These observations led to the proposai that glial cells
should be considered important elements of chemical
synapses (Ullian & Barres, 1998) and helped give rise
to the concept of the tripartite synapse (Araque et aï.,
1999), which contends that funcfionally as well as moT
phologically, synapses consist of not only of pre- and
postsynaptic elements, but also of perisynaptic glial
ceils. One possible function for PSC control of neuro
transmission at the NMJ could be to slow potentially
overworked neurons or muscle fibres. This could con
tribute to a more rapid recovery from high-frequency
firing, enabhng reduced fatigue.
Glutamate and nitric oxide as neuromodulators
atthe NMJ
The evidence discussed previously suggests that PSCs
influence a portion of synaptic depression at the
NMJ. In light of this, our laboratory has investigated
molecules that could be involved in PSC modulation of
depression. Notably, glutamate and nitric oxide have
been studied in light of an activity-dependent model of
depression.
GLUTAMATE MODULATION 0f NEUROTRANSMISSION
AT THE NMJ
The NMJ has traditionally been considered to be purely
cholinergic. However, recent evidence has shown that
glutamate is a neuromodulator at this synapse. Appli
cation of exogenous glutamate decreases miniature EPP
frequency and EPP amplitude, both by approximately
20%, and this is dependent upon metabofropic recep
tor signalling (Lévesque & Robitaille, 2000; Pinard et aï.,
2002). Moreover, these effects are consistent with an ul
timately presynaptic mechanism. Since the immuno
histochemical data suggest that metabotropic receptors
are located primarily on the postsynaptic muscle fibre,
to be consistent with a presynaptic mechanism, there
must be a retrograde messenger(s) produced (possibly
nitric oxide; see below) that affects the nerve terminal.
In addition to the effects of exogenous glutamate, en
dogenous glutamate makes a contribution to activitv
dependent depression. Antagonists of metabotropic
glutamate receptors reduced depression. By contrast,
antagonists to the glutamate-aspartate transporter
(GLAST) increased depression and this is consistent
with reduced clearance and accumulation of excess glu
tamate in the synaptic cleft. GLAST immunoreactiv
ity was found mainly on PSCs, although it may also
be present on the nerve terminal (Pinard et aï., 2002).
The finding of this transporter on PSCs is consistent
with the observation that they stain intensely for glu
tamate (Waerhaug & Ottersen, 1993; Lévesque et aï.,
2000). These observations are particularly poignant in
light of the evidence that CNS glial cells (astrocytes)
are key regulators of synaptic glutamate levels through
action of their uptake systems (Bergles & Jahr, 1998;
Danbolt, 2001). Moreover, CNS astrocytes can even re
lease glutamate (Parpura et aï., 1994; Mazzanti et aï.,
2001). Whether PSCs modulate synaptic depression bv
release of glutamate or by regulation of its uptake are
current research focuses of the laboratory.
The presence of glutamate and its receptors at the
NMJ, as well as its effects on neurotransmission, have
also been described by other groups in different species
and at different developmental stages. it was shown
that NR-1 subunits of glutamate NMDA receptors are
present at the rat and mouse NMJ (Berger et al., 1995;
Grozdanovic & Gossrau, 1998) and it has been re
ported that NMDA receptor activation can suppress
non-quantal secretion of ACh at the NMJ (Malomuzh
et aï., 2002). Moreover, glutamate has been shown to be
excitatory at immature, developing NMJs (Liou et aï.,
1996). The differences in glutamate action and recep
tor profile reported in these and our studies is likelv
related to species (e.g., mouse versus frog) and devel
opmental variations. Nevertheless, the common thread
between these studies is that neurotransmission at this
classic cholinergic synapse is modulated by glutamate,
although the nature of tins modulation appears to be
context specific.
NITRIC OXIDE MODULATION 0F
NEUROTRANSMISSION AI THE NMJ
Nitric oxide (NO) is a membrane-permeant gas that has
been implicated in various forms of synaptic plasticity
(Bredt & Snyder, 1992; Brenman & Bredt, 1997). At the
NMJ, NO-synthase (NOS; the enzyme responsible for
NO production) is concentrated at the end-plate, in the
nerve terminal and in PSCs (Kusner & Kaminski, 1996;
Yang et aï., 1997; Descarries et aï., 1998). NO is thought
to participate in myoblast fusion (Lee et aï., 1994) and
synapse elimination (Wang et al., 1995) at immature
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NMJs. At mature NMJs, NO is important for muscle
metabolism (Yrnmg et al., 1997) and participates in tis
sue repair (Anderson, 2000). In addition, NO has been
implicated in synaptic depression at crayfish (Aonuma
et al., 2000) and frog (Lindgren & Laird, 1994; Thomas
& Robitaille, 2001) NMJs.
NO-donors reduced EPP amplitude and miniature
EPP frequency at the frog NMJ and tins is consis
tent with a presynaptic effect (Lindgren & Laird, 1994;
Thomas & Robitaille, 2001). Moreover, NO constitu
tively modulates neurofransmission, with NO scav
engers and NOS inhibitors increasing EPP amplitude.
The effect of NO donors on neurofransmission at the
NMJ was abolished by prior perfusion with a guartylate
cyclase inhibitor, indicating that NO depresses frans
mitter release by a cGMP dependent mechanism(s)
(Thomas & Robitaille, 2001).
In addition to tonic modulation of neurofransmis
sion, NO confributes to the depression in an activity
dependent manner. Application of NO scavengers
reduced the level of depression (increased neurofrans
mission) associated with high-frequency nerve firing
(Thomas & Robitaille, 2001). However, NO partici
pated in depression by cGMP-independent mecha
nisms, since the use of a guanylate cyclase inhibitor
did not reduce depression.
Given that PSCs have NOS (Descarries et al.,
1998) and respond to high-frequency synaptic activity
(Jabromi et al., 1992), NO production may play a role in
activity-dependent modulation of neurofransmission
by PSCs. In light of the fact that PSC G-protein acti
vation is coupled to depression of neurofransmission
(Robitaille, 1998), it is interesting that NO production
lias been linked to G-protein receptors (including mus
carinic receptors) in a variety of celi types (Bailigand
et al., 1993; Quinson et al., 2000).
Although PSCs may produce NO, the presence of
NOS in other NMJ compartments implies that there
could be multiple NO sources.
COULD NO BE INVOLVED IN GLUTAMATE ACTIONS?
There is considerable evidence that links glutamate to
NO production in the CNS (Okada, 1992; Yamada &
Nabeshima, 1997) and in the PNS (Malomuzh et al.,
2002). Moreover, glutamate receptors and NOS are of
ten colocalized (Soares-Mota et al., 2001).
There is a remarkable level of similarity between the
effects of NO and glutamate on synaptic transmission
at the NMJ (Lévesque et al., 2000; Thomas & Robitaille,
2001). Application of exogenous glutamate or NO Te
duces neurofransmitter release at low synaptic-activity
levels and both endogenous molecules increase depres
sion induced by high-frequency firing of the nerve. The
presence of mGluRs on the muscle fibre and the presy
naptic effects of glutamate suggest that there is an inter
cellular signalling molecule. Owing to the clear similar
ities in their effects, NO is a good candidate to mediate
glutamate neuromodulation.
If the effects of glutamate are dependent on NOS
activation, then glutamate effects on neurofransmit
ter release should 5e reduced when NO metabolism is
impaired. In keeping with this hypothesis, glutamate
effects on neurofransmission were markedly reduced
in the presence of an NO scavenger or an NOS inhibitor
(Pinard et al., 2002). In confrast, not all the NO produc
tion and its consequent action on neurofransmission are
the result of release of glutamate. Tins is suggested by
the more pronounced action of NO versus glutamate
on depression. In addition, endogenous NO tonically
modulates synaptic transmission (Thomas & Robitaille,
2001), whereas glutamate does flot (Lévesque et aï.,
2000). These data suggest that an additional glutamate
independent pathway(s) of NO production confributes
to synaptic depression and tonic modulation of neuro
transmission.
Calcium and potentiation of neurofransmission
by perisynaptic Schwann celis
As discussed previously, either high-frequency nerve
activity or application of neurofransmitters induces
release of internal Ca2+ stores witinn PSCs (Jahromi
et aï., 1992). Nevertheless, until recently, the functional
consequences of these Ca2+ fransients have been un
clear. In confrast to PSC G-protein activation, which
decreases neurofransmission (Robitaille, 1998), recent
experiments show that PSC Ca2+ elevation is associ
ated with increased neurofransmission.
Thapsigargin, a potent and irreversible Ca2+ATPase
pump inhibitor, was used as a tool to induce Ca2+ re
lease from internal stores (Thasfrup et al., 1990). When
bath applied, thapsigargin induced a delayed and fran
sient Ca2+ increase in PSCs. Tins was likely the resuit
of a gradual leak of Ca2+ from internai stores that even
tually resulted in their depletion. following thapsigar
gin freatment, internal stores likely remained empty,
as indicated by the inability of various agonists to in
duce further Ca2+ increases in PSCs. These results sug
gest that, at rest, PSC Ca2+ stores are fully loaded and
ready to respond to physiological input (i.e., an increase
in synaptic activity). Accordingly, internai Ca2+ stores
likely serve as a trigger mechamsm for glial activation
by neurofransmission.
following a rapid initial increase in fransmitter re
lease (likely associated with increased terminal Ca2j,
a second phase of fransmitter release increase was
observed (Castonquay & Robitaille, 2001). Tins was
siower to build and was fransient. The slow phase
of increased fransmitter release correlated with the
slow increase of PSC Ca2+ that was also induced 5v
thapsigargin. b test the hypothesis that thapsigargin
induced PSC Ca2+ increases might be responsible for
tins slow increase in fransmitter release, BAPTA was
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Table 2. Some mechanisms of svnaptic plasticity at the neuromuscuiar junction: potential Perisynaptic Schwann celi
involvement.
Molecules invoïved Methods References
Synaptic depression Glutamate —* NO Antagonist of mGluR and NO Thomas and Robitaille (2001)
— depression scavenger decrease high frequency and Pinard et aï. (2002)
depression
Evidence for potential PSC — Glutamate Positive for glutamate staining Waerhaug and Ottersen (1993)
involvement and Lévesque et aï. (2000)
— GLAST Positive for GLAST imrmmostainirig Pinard et al. (2002)
— nNOS NADPH diaphorase assay, positive for Descarries et al. (1998)
nNOS immunostainirig
Enhancement of Prostaglandins Indomethacin decreases EPP Madden and Van der Kloot
neurotransrnission amplitude, PGE2 increases EPP (1982, 1985)
amplitude
Evidence for potential PSC — PLA2 Positive for PLA2 immimostaining Pappas et aï. (1999)
involvement
— COX1 . Positive COX1 immunostaining Pappas et aï. (1999)
specifically injected into PSCs to chelate Ca2+. Tins ma
nipulation abolished the delayed and slow ïncrease in
PSC Ca2+ and neurofransmitter release (Castonguay &
Robitaille, 2001). These resuits sfrongly suggest that in
creases in PSC Ca2+ are responsible for the concurrent
slow increase in nerve terminal fransmitrer release. The
hypothesis that PSC Ca2+ responses could positively
regulate neurofransmission was supported further by
injections of 1P3 into PSCs, which induced Ca2 re
lease in PSCs and caused a slow and fransient en
hancement of low-frequency neurotransmitter release
(Castonguay &Robitaille, 2001). Similarly, photolysis of
Ca2+ in PSCs, using multiphoton excitation, increased
fransmitter release (fig. 3).
Since Ca2+ elevation in PSCs resulted in a potentia
tion of fransmitter release, it was hypothesised that the
PSCs Ca2+ responses associated with high-frequency
nerve stimulation would have similar effects. Thus,
it was predicted that buffering infracellular Ca2 in
PSCs would resuit in increased in synaptic depression
owing to occlusion of the Ca2+dependent potentiat
ing mechanisms. Indeed, specific BAPTA injection into
PSCs resulted in more pronounced synaptic depression
(Castonguay & Robi taille, 2001) (fig. 3). These data sug
gest that release of Ca2+ from internai PSC stores con
fributes to establishing synaptic efficacy at intact NMJs
in an activity-dependent manner. One messenger pos
sibly released by PSCs and involved in this positive
feedback regulation is prostaglandin F2. Cyclooxyge
nase (COX; the prostaglandin E2 synthesis enzyme)
is localized to PSCs. Moreover, prostaglandin E2 en
hances neurofransmission at the NMJ (Pappas et al.,
1999), whereas pharmacological blockade of COX re
sults in more pronounced synapfic depression.
Oui data imply that the same G-protein coupled re
ceptors likely activate pathways in PSCs that act to
enhance (effected by Ca2j (Castonguay & Robitaille,
2001) or reduce (unidentified effector mechanism)
(Robitaille, 1998) neurofransmission. The different
feedback modulatory actions of PSCs on synaptic trans
mission are summarized in Table 2.
Perspective: Perisynapfic Schwain celis and
synaptic plasficity
In response to high-frequency synaptic activity, posi
tive and negative modulation of synaptic efficacv by
PSCs likely confributes to the various plastic events
associated with a particular level of activih It may
seem confradictory for PSCs to positivelv and nega
tively modulate neurofransmission in response to the
same synaptic input within a brief time-period. This is,
however, in keeping with what is understood regard
ing short-term synaptic plasticity. Indeed, during high
frequency stimulation, the associated decrease in neu
rofransmitter release is actually the net product of sev
eral plastic processes. These include depression, facili
tation, augmentation and potentiation, and each makes
a variable contribution according to the frequency and
duration of nerve terminal activity (Regher & Stevens,
2001; Zucker & Regehr, 2002). Thus, the apparently con
fradictory neuromodulation by PSCs is in keeping with
a role in providing achvity-dependent feedback to con
frol neurofransmission. Indeed, PSCs may make dis
tinct contributions to the differential short-term plas
tic events associated with high-frequency activity. Most
likely, these different eifects are mediated by release of
different effector molecules.
Since patterns of neurofransmission are important
for the normal maintenance of the NMJ, PSCs may
make contributions to changes in long-term synaptic
eificacy associated with various physiological or patho
logical states. Any alterations in PSC condition (i.e.,
extended processes after denervafion; see below) may
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shift thefr tendency to enhance or decrease neurofrans
mission. Although changes in PSC properties may re
spond to, rather than precede, other changes at the NMJ,
it is likely that any changes in PSC modulation of frans
mitter release make contributions to the observed long
term changes in synaptic efficacy
Perisyuapfic Schwann celis and long-term changes
at the neuromuscular junction
Tradifionally, neurofransmissi on and long-term synap
tic stabulity/change have been studied separately.
Nevertheless, studies have clearly demonstrated that
synaptic-activity is an important determinant of synap
tic state. For instance, presynaptic blockade of neuro
transmission with botulinum toxin induces both nerve
terminal sproutipg and PSC process extension (Son &
Thompson, 1995a). More dramatically than neurofrans
mission blockage, denervation has been associated with
robust PSC process extension (Reynolds & Woolf, 1992;
Woolf et aï., 1992; Mehta et aÏ., 1993; Chen & Ko, 1994;
Son & Thompson, 1995a, b; Son et at., 1996; Astrow et al.,
1998; Love & Thompson, 1999; O’Mallev et al., 1999;
Koirala et aÏ., 2000). One identified function of PSC pro-
cesses following denervation-associated Ioss of nerve
contact and neurofransmission appears to be to guide
re-innervafing nerve terminals to end-plates (Son &
Thompson, 1995a, b; Son et aÏ., 1996; Astrow et aï., 1998;
Love & Thompson, 1999; O’Mallev et aÏ., 1999; Koirala
et al., 2000). There is also evidence that PSCs could guide
innervating axons during normal NMJ development
(Herrera et al., 2000). Given that large changes in PSCs
accompany the severe environmental changes associ
ated with denervation, our laboratorv is interested in
whether PSCs may exhibit subtler differences between
NMJs that are naturally dissimilar.
Evidence shows that the NMJ is a structure capa
ble of physiological and morphological changes in re
sponse to a modified environment. These include van
ous forms of short-term plasticity that accompany high
levels of synaptic activity and last for a few minutes
at most (see above). There are, however, longer-lasting
forms of plasticity at the NMJ that can persist for sev
eral davs and require alterations in gene expression and
new protein synthesis (Nguyen & Atwood, 1990; Davis
et aÏ., 1996). Long-lasfing modifications of both pre- and
postsynaptic elements have been described for many
species in response to various factors, including aging,
hormonal status and motor activity. When subjected
to prolonged newe stimulation, the rabbit NMJ under
goes morphological changes that include (1) reduced
NMJ surface area, length and width, (2) inaeased num
ber of postsynaptic folds per unit area and (3) increased
nerve terminal vesicle and mitochondria density (So
masekhar et aÏ., 1996). Chronic nerve stimulation also
imposes a decrease in fransmitter release and a higher
resistance to synapse fatigue at the frog NMJ (Hinz &
Wemig, 1988). Moreover, seasonal behavioural changes
in the crayfish that are associated with increased neu
ronal activity result in a switch of phasic NMJs (char
acterized by large fransmitter release and fast fatigue)
to tonic NMJs (charactenized by smaller fransmifter re
lease and slow fatigue) (Lnenicka et al., 1986; Lnenicka
& Zhao, 1991). By confrast, reduced nerve acfivit in
winter frogs is associated with increased EPP ampli
tude, lower facilitation and higher depression (Wemig
et al., 1996). It is not known whether changes in PSCs
could directly confribute to changes in neurofrans
mission observed with activitv-dependent transforma
tion. However, given that PSCs cari modulate synaptic
plasticity at the NMJ—resulting in either an increase
or decrease in neurofransmission—it is possible that
the balance of this modulation is changed during
transformation.
In fact, it seems very likely that some PSC proper
ties will be altered by long-term changes in patterns
of neurofransmission. It is already known that reduced
nerve activity results in GFAP upregulation (Georgiou
et al., 1994). Additionally, there are changes in PSC mor
pho1og phvsiology and gene expression that foliow
environmental changes such as denervation. Follow
ing denervation, PSCs invade the synaptic cleft (Bevan
et al., 1973; Dennis & Miledi, 1974; Ko, 1981), can re
lease ACh (Bevan et al., 1973; Dennis & Miledi, 1974)
and extend elaborate networks of processes (Revnolds
& Woolf, 1992; Woolf t al., 1992; Mehta et aÏ., 1993; Chen
& Ko, 1994; Son & Thompson, 1995a, b; Son et aÏ., 1996;
Asfrow et al., 1998; Love & Thompson, 1999; O’Malley
et aï., 1999; Koirala et al., 2000). Moreover, PSCs respond
to denervation with functional expression of new neu
rofransmitter receptors (Robitaille et al., 1997).
As discussed above, patterns of nerve activity can ne
sult in NMJ size changes (Somasekhar et aÏ., 1996). in
support of the likelihood that there are PSC changes
following altered neurofransmission, it is known that
PSC numbers positively correlate to end-plate size. For
instance, PSC number increases with end-plate size
at testosterone-sensitive NMJs (Lubischer & Bebinger,
1999; Jordan & Williams, 2001) and decreases when
end-plates shrink (Lubischer & Bebinger, 1999). Since
chronic nerve stimulation is associated with reduced
MMJ size (Somasekhar et al., 1996), it is quite likeiy that
thene is a downreguiation of PSC number associated
with chronic synapse activity. Whether any changes in
PSCs occurring coincident with long-tenm adjustment
of the NMJ are passive (reacfing to pre- and postsv
naptic changes without reciprocally influencing these
elements) or executive (playing an active role in co
ordinating and producing change) is a neseanch focus
of our laboratory. Given that PSCs guide nerve termi
nais during reinnervation and possibly development,
it is likely that they may aiso play a similar roie un
der less exfreme circumstances associated with activity
dependent changes in NMJ size.
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Conclusion
At the NMJ, PSCs have emerged as important players in
processes relafing to neurofransmission. Thev respond
to neurotransmission in an activity-dependent fashion.
Moreover, they help control neurofransmission in the
short-term by modulating the level of depression as
sociated with high-frequencv firing. Given these func
tions in the short-term, as well as their involvement in
the re-establishment of synaptic connections following
denervation, we hypothesise that they may also partic
ipate in long-term modifications of NMJ morphology
and physiology that occur in response to changes in
synaptic acfivity. We predict that PSCs are likely impor
tant components of an activity-dependent continuum
of synaptic efficacy, stabulity and plasticitv at the NMJ.
We expect that this relationship helps maintain synaptic
efficacy in the short-term, confributes to re-estabuishing
synaptic connections after denewation and may be in
volved in Iess dramatic reorganization of the synapse
in response to different patterns of neurofransmission.
The central feature of this hypothesis is the capacity of
PSCs to detect and respond to neurofransmission.
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